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1.4 Adoptive Immuntherapie der CMV-Infektion
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1.5 Adoptive Immuntherapie gegen Epstein-Barr-Virus
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1.6 Das mini-EBV-System
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1.7 Aufgabenstellung und Zielsetzung
#$%& ’$()%*$+%& ,-./0(%& 1%*& 2$-$34543(6$27/$%*6%-& 839%///$-$%-& :;-<%-6*$%*6%& ($=)
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($=)&2454(&<7*&U*$2?*(6$27/.6$;-&L;-&-.$L%-&839%//%-&%$+-%-D
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2 Material und Methoden
2.1 Verwendete Materialen
2.1.1 Bakterienstämme
Stamm Genotyp
E.coli DH5! F-, F80dlacZDM15, D(lacZYA-argF), U169, deoR, recA1, endA1,
hsdR17(rk-, mk+), supE44, l-, thi-1, gyrA96, relA1
E.coli DH10B F-, mcrA, D(mrr-hsdRMS-mcrBC), F80dlacZ M15, DlacX74, deoR,
recA1, endA1, araD139, D(ara, leu) 7697, galU, galK, l-, rpsL, nupG
2.1.2 Zelllinien
Sämtliche verwendete prokaryotische bzw. eukaryotische Zellkulturen stammen, wenn nicht
anders vermerkt, aus der Sammlung der Abteilung Genvektoren (W. Hammerschmidt) der
GSF, München.
B95.8 Lymphoblastoide Krallenaffenzelllinie, latent/lytisch EBV-infiziert
(Miller et al., 1972)
293/TR-2 Adenovirus Typ 5-immortalisierte, humane Nierenzelllinie 293 mit
rekombinantem, „terminal repeat“-deletiertem EBV-Genom auf der Basis
eines bakteriellen F-Faktor-Plasmids (Delecluse et al., 1999)
K562 Humane chronische, myelogene Leukämie (CML)-Zelllinie aus dem
Knochenmark (Lozzio et al., 1975)
MRC-5 Humane embryonale Lungenfibroblasten (Jacobs et al., 1970)
BSC-40 Epitheliale Nierenzelllinie aus der Grünen Meerkatze (Brockman et al.,
1974)
CD40L Murine L-Zellen (Bindegewebsfibroblasten), stabil CD40-Ligand
exprimierend (Garrone et al., 1995)
Zusätzlich wurden im Rahmen dieser Arbeit aus primären B-Lymphozyten verschiedener
Spender hergestellte mini-LCLs, LCLs und B-Blasten verwendet.
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2.1.3 Viren
EBV B95.8 EBV-Laborstamm
CMV AD169 CMV-Laborstamm, fibroblastenadaptiert
vvWyeth Wildtyp-Vacciniavirus (Stamm Wyeth)
vvpp65 Rekombinantes Vacciniavirus (Stamm Wyeth) mit pp65-
Expressionskassette
MVA.pSC11 Rekombinantes, modifiziertes Vacciniavirus Ankara
MVA IE1 Rekombinantes Vacciniavirus Ankara mit IE1 Expressionskassette
MVA pp65 Rekombinantes Vacciniavirus Ankara mit pp65 Expressionskassette
EBV B95.8 und CMV AD169 wurden von ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, Virginia, USA) bezogen. Dank an N. Blake, Birmingham für die freundliche
Überlassung von vvWyeth; Dank an A. B. Rickinson, Birmingham für die freundliche
Überlassung von vvpp65; herzlichen Dank an N. Khan, Birmingham für die freundliche
Überlassung von MVA.pSC11, MVA IE1 und MVA pp65.
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2.1.4 Plasmide
p2548.30 tet-shuttle-Plasmid zur Modifikation von EBV-Vektoren (W.
Hammerschmidt, GSF, München)
p2572 Resolvase-Expressionsplasmid (W. Hammerschmidt, GSF, München)
p2670 BALF4-Expressionsplasmid (B. Neuhierl, GSF, München)
p2961 mini-EBV p1478A ohne Drosophila hsp-neo (Ch. Mancao, GSF,
München)
p3117 eukaryotisches Expressionsplasmid mit SV40-Promotor auf der Basis von
pSG-5 von Stratagene (A. Moosmann, GSF, München)
p509 BZLF1-Expressionsplasmid (Hammerschmidt et al., 1988)
pP mini-EBV p1478A mit pp65-Expressionskassette (A. Moosmann, GSF,
München)
Im Rahmen dieser Arbeit wurden konstruiert und verwendet:
p3457 (IE1-mini-EBV) p2961 mit IE1-Expressionskassette
p3458 (pp65_IE1-mini-EBV) p2961 mit pp65_IE1-Expressionskassette
p3116 p2548.30 mit Linker YYCBOT
2.1.5 Oligonukleotide
Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in 5’-3’-Richtung angegeben.
Primer zum Nachweis des Gens Chloramphenicol-Acetyltransferase (Überprüfung der
Zelllinien auf Anwesenheit von mini-EBV-spezifischen Sequenzen)
cam-up: TTC TGC CGA CAT GGA AGC CAT C
cam-down: GGA GTG AAT ACC ACG ACG ATT TCC
Primer zum Nachweis des Gens BXLF1 (gp85) (Überprüfung der Zelllinien auf An- bzw.
Abwesenheit von Wildtyp-EBV)
gp85c: TGG TCA GCA GCA GAT AGT GAA CG
gp85d: TGT GGA TGG GTT TCT TGG GC
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Primer zum Nachweis des Gens !-Globins (Saiki et al., 1988)
PC04 CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC
GH20 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC
Primer zur Konstruktion des IE1-Expressionsplasmids
IE1/fwd: GCT CTG GCG CGC CAT GGA GTC CTC TGC CAA GAG
IE1/re: GCG ACC TCG AGT TAC TGG TCA GCC TTG CTT CT
Primer zur Konstruktion des pp65_IE1-Expressionsplasmids
pp65/fwd: GCT CTG GCG CGC CAT GGA GTC GCG CGG TCG CCG T
pp65over/re: CTT GGC AGA GGA CTC CAT ACC TCG GTG CTT TTT GGG
IE1over/fwd: CCC AAA AAG CAC CGA GGT ATG GAG TCC TCT GCC AAG AG
IE1/re: GCG ACC TCG AGT TAC TGG TCA GCC TTG CTT CT
Oligonucleotide für Linker YYCBOT
YYCBOT: TCG AGT CTA GAA CCG GTA GAT CTC ATA TGG AGC T
TOBCYY: CCA TAT GAG ATC TAC CGG TTC TAG AC
Primer zur Typisierung von HLA-C (Turner et al., 1998)
CI2F: CGA GGK GCC CGC CCG GCG A
CI3R: AGA TGG GGA AGG CTC CCC ACT
CE2F: GTA AAA CGA CGG CCA GTT CGG GCG GGT CTC AGC C
CE2R: TCS TGA CCT SCG CCC C
CE3F: GTA AAA CGA CGG CCA GTT GAC CRC GGG GGC GGG
CE3R: GAT GGG GAA GGC TCC CCA CT
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2.1.6 Antikörper
Spezifität Klon Konjugat Herkunft
CD3 UCHT1 PE-Cy5 BD Biosciences, Heidelberg
CD4 S3.5 PE CALTAG Laboratories, Hamburg
CD8 RPA-T8 FITC
APC
BD Biosciences, Heidelberg
CD19 HIB-19 PE BD Biosciences, Heidelberg
CD21 WEHI-B2 FITC Chemicon, Hofheim
CD45RO UCHL1 PE-Cy5 BD Biosciences, Heidelberg
CD56 B159 APC BD Biosciences, Heidelberg
CD80 L307.4 FITC BD Biosciences, Heidelberg
CD86 2331 (FUN-1) APC BD Biosciences, Heidelberg
CCR-7 150503 FITC R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
HLA-DR G46-6 (L243) FITC BD Biosciences, Heidelberg
HLA-
ABC
G46-2.6
W6/32
FITC
ungekoppelt
BD Biosciences, Heidelberg
Acris, Hiddenhausen
IL-2 MQ1-17H12 Alexa Fluor 488 CALTAG Laboratories, Hamburg
IFN-! B27 Alexa Fluor 488 CALTAG Laboratories, Hamburg
IgG Goat-Anti-Mouse
IgG (H+L)
HRP Promega, Mannheim
pp65 2 und 6 ungekoppelt Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK
IE1 DDG9 und CCH2 ungekoppelt Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK
2.1.7 Peptide und HLA-Peptid-Tetramere
Die tetrameren HLA-Peptid-Komlexe wurden von ProImmune Limited (Oxford, England)
bezogen.
Peptide wurden von Jerini (Berlin) mit einem Reinheitsgrad von 70% mit unmodifizierten
Enden erworben. Die IE1-Peptidbank wurde von Mimotopes (Bonn) erstanden. Die pp65-
Peptidbank wurde freundlicher Weise von M. Hammer (Berlin) zur Verfügung gestellt (Kern,
2002
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Abkürzung HLA Antigen Position Sequenz
YSE a) A1 pp65 363-373 YSEHPTFTSQY
NLV a) A2 pp65 495-503 NLVPMVATV
TPR a) B7 pp65 417-426 TPRVTGGGAM
RPH B7 pp65 265-274 RPHERNGFTV
EFF B44 pp65 512-521 EFFWDANDIY
GPI A11 pp65 16-24 GPISGHVLK
IPS a) 3501 pp65 123-131 IPSINVHHY
FPT B3502 pp65 188-195 FPTKDVAL
ATV A11 pp65 501-509 ATVQGQNLK
GPI A11 pp65 16-24 GPISGHVLK
RRRb) B14 pp65 539-547 RRRHRQDAL
NQW b) B3501 pp65 173-181 NQWKEPDVY
VAF Cw12 pp65 294-302 VAFTSHEHF
CED B60 pp65 232-240 CEDVPSGKL
HER B60 pp65 267-275 HERNGFTVL
VLE a) A2 IE1 316-324 VLEETSVML
CRV B7 IE1 309-317 CRVLCCYVL
ELK a) B8 IE1 199-207 ELKRKMMYM
QIK B8 IE1 88-96 QIKVRVDMV
CLG a) A2 EBV LMP2 426-434 CLGGLLTMV
RPP a) B7 EBV EBNA3A 379-387 RPPIFIRRL
QAK a) B8 EBV EBNA3A 158-166 QAKWRLYTL
YPL a) B35 EBV EBNA3A 458-466 YPLHEYHGM
a) auch als Tetramer vorhanden
b) in dieser Arbeit identifizierte Epitope
Material und Methoden
!!
2.1.8 Sonstige Reagenzien
Alle hier nicht aufgeführten Reagenzien wurden von Roth (Karlsruhe), VWR (Darmstadt)
oder Sigma (St. Louis, USA) in Analysenqualität bezogen.
1 kb DNA-Leiter Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
Agarose, 02333 Biozym, Hess. Oldendorf
Bacto-Agar Invitrogen, Karlsruhe
BATDA Reagent, C136-100 Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim
BenchMark™ Protein Ladder Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
DNA-modifizierende Enzyme Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
New England Biolabs, Frankfurt
ECL™Western Blotting Detection
Reagents, RPN2106
Amersham Pharmacia, Freiburg
FACSFlow, FACSClean, FACSRinse BD Biosciences, Heidelberg
Ficoll-Paque™PLUS, 17-1440-03 Amersham Pharmacia, Freiburg
Fötales Kälberserum, S0115 Biochrome AG, Berlin
Hefeextrakt Difco Laboratories, Detroit, USA
Humanes Serum Typ AB, 14-490E Cambrex, Apen
Hygromycin B, P02-015 PAA, Linz
Metafectene™, 124.10 Biontex, München
PCR-Reagenzien Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Penicillin Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
Proleukin®, 17152 Chiron GmbH, München
pUC Mix 8 MBI Fermentas, St. Leon-Rot
rekombinantes humanes IL-4 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Restriktionsenzyme MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
New England Biolabs, Frankfurt
Taq-Polymerase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
TriPure Isolationsreagenz, 1667157 Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
Trypsin Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
Trypton Difco Laboratories, Detroit, USA
Zellkulturmedium RPMI 1640 Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
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2.1.9 Kits
Alkaline Phosphatase Kit, 172-1063 Bio-Rad, München
AP Conjugate Kit, 170-6432 Bio-Rad, München
Bio-Plex Cytokine Assay, Bio-Rad, München
Biotin Luminescent Detection Kit,
1811592
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
FIX & PERM Cell Permeabilization
Kit, GAS-004
CALTAG, An Der Grub, Österreich
IFN-!-ELISA, 3420-1H-20 Mabtech, Hamburg
IFN-!-ELISpot Kit, 3429-2H Mabtech, Hamburg
MACS® Separationssystem Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
NucleoBond® BAC 100 Kit Macherey-Nagel,  Düren
Plasmidaufreinigungskits Qiagen, Hilden
QIAamp® DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden
SuperScript™ One-Step RT-PCR for
Long Templates, 11922-010
Invitrogen, Karlsruhe
TeloTAGGG Telomerase Length
Assay, 2209136
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
TeloTAGGG Telomerase PCR
ELISAPLUS, 2013789
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
CMVscan BD Biosciences, Heidelberg
2.1.10 Dienstleistungen
DNA-Sequenzierungen Sequiserve, Vaterstetten
Karyotypisierung C. Mayr, TU, München
Leukozytenkonzentrate aus 500ml
Blut anonymer Spender
Landesklinik für Blutgruppenserologie und
Transfusionsmedizin Salzburg
Oligosynthesen Metabion, Planegg-Marinsried
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2.1.11 Verbrauchsmaterialien
Blottingpapier GB40 Schleicher & Schüll, Dassel
Einmalpipetten Costar, Bodenheim
Elektroporationsküvetten peqlab Biotechnologie, Erlangen
Hybond™-ECL-Zellulosemembran Amersham Biosciences, Freiburg
Hybond™-N+-Nylonmembran Amersham Biosciences, Freiburg
Hyperfilm™ECL Amersham Biosciences, Freiburg
Kryoröhrchen Nunc, Wiesbaden
MaxiSorp, 96-Lochplatten, 439454 Nunc, Wiesbaden
MultiScreen™-HA, MAHAN4510 Millipore, Schwalbach
PCR-Reaktionsgefäße Abgene, Hamburg
Röhrchen, steril 15ml/50ml BD Biosciences, Heidelberg
Sterilfilter Millipore, Schwalbach
Zellkulturflaschen und -schalen BD Biosciences, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden
Zellkultur-Multiwell-Platten BD Biosciences, Heidelberg
Zentrifugengefäße 1,5ml und 2ml Eppendorf, Hamburg
2.1.12 Geräte
Avanti J25 Zentrifuge Beckmann, Heidelberg
Axiovert 10 Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Oberkochen
Biophotometer Eppendorf, Hamburg
Bio-Plex Protein Array System Bio-Rad, München
Durchflußcytometer „FACSCalibur“ BD Biosciences, Heidelberg
Elektrophorese-Dokumentation Peqlab Biotechnologie, Erlangen
Elektrophoresekammern Peqlab Biotechnologie, Erlangen
Elektroporator „Gene Pulser“ Bio-Rad, München
Fluorimeter Multilabel Counter Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim
Inkubator für Zellkultur Kendro, Langenselbold
L7-55 Ultrazentrifuge Beckmann, Heidelberg
Mighty Small II Gel Elektrophorese Einheit Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,
USA
Mikroliterpipetten Gilson, Den Haag, Holland
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Multifuge 3L-R Kendro, Langenselbold
PCR-Maschine „Mastercycler“ Eppendorf, Hamburg
SemiPhor, Semidry Blottingsystem Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,
USA
Thermomixer Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg
UV-Transilluminator Peqlab Biotechnologie, Erlangen
2.2 Arbeiten mit Bakterien
2.2.1 Kultivierung und Konservierung von E. coli
Bakterien wurden als Suspensionskultur in LB-Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt und
0,5% NaCl) oder zu Vereinzelung von Kolonien auf LB-Agar-Platten (15 g Bacto-Agar ad 1 l
LB-Medium) kultiviert. Bei Selektion auf Resistenz gegen Antibiotika wurden dem LB-
Medium Ampicillin (100 µg/ml), Chloramphenicol (30 µg/ml), Kanamycin (50 µg/ml) oder
Tetracyclin (30 µg/ml) zugegeben. Zur Lagerung von Bakterien über längere Zeiträume
wurde eine konfluent gewachsene Bakterienkultur mit 50% Glyzerin bei -80°C aufbewahrt.
2.2.2 Transformation und Elektroporation von E. coli
2.2.2.1 Transformation
Die Herstellung transformationskompetenter E.coli-Stämme erfolgte nach einem Protokoll
von Hanahan (Hanahan, 1983). Die kompetenten Bakterien wurden bei -80°C aufbewahrt. Für
eine Transformation wurden 100 µl dieser Bakterien zusammen mit ca. 50 ng eines
Ligationsansatzes 10 - 30 min auf Eis inkubiert und anschließend für 45 s auf 42°C im
Wasserbad erwärmt. Nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium und einer 60-minütigen
phänotypischen Expression bei 30°C bzw. bei 37°C wurde die Zellsuspension auf Agarplatten
mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und über Nacht bei der geeigneten permissiven
Temperatur im Brutschrank inkubiert.
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2.2.2.2 Elektroporation
#$%& ’()*+,-./01& 234-5& -3467& #(5894:;:4)9,:<& ,<& /=>?$& !"#$%&& 94)<*@,A,549B& /,5
=54*95((3<C&5(5894:8:+;595<954&/=>?$&$)8954,5<&54@:(C95&<)67&5,<5+&’4:9:8:((&D:<&E75<C
’()*%"&FE75<C)’()*%"G&>HHIJB&I?&K(&8:+;595<95&$)8954,5<&234-5<&+,9&>&KC&’()*+,-./01&I&+,<
)3@& #,*& ,<83L,549& 3<-& )<*67(,5M5<-& ,<& 5,<5& D:4C58N7(95& #(5894:;:4)9,:<*8ND5995
F?G>&6+&#(5894:-5<)L*9)<-J&NL54@N749B&/,5&#(5894:;:4)9,:<&54@:(C95&L5,&>GO&8%G&>??&!&3<-
!I& KP& +,9& 5,<54& Q5,98:<*9)<95& D:<& !& *B& /,5& $)8954,5<& 234-5<& *:@:49& ,<& ERS.T5-,3+
NL54@N749&3<-&<)67&5,<54&"?.+,<N9,C5<&;7U<:9V;,*675<&#W;45**,:<&L5,&XYZS&LA2B&,+&P)((5
-5*& 95+;54)934*5<*,9,D5<& [58:+L,<)9,:<**V*95+*& L5,& X?ZS& )3@& 1C)4;()995<& +,9
5<9*;45675<-5+&1<9,L,:8,83+& )3*;()99,549B&/,5& \<83L)9,:<& 54@:(C95& NL54&0)679& L5,& X?ZSG
XYZS&:-54&]!ZSB
2.3 RNA-Arbeitstechniken
Die Isolierung gesamtzellulärer RNA erfolgte mit dem TriPure Isolation Reagent der Firma
Roche Diagnostics. Die Präparation erfolgte nach Angaben des Herstellers.
2.4 DNA-Arbeitstechniken
Die Anwendung allgemein üblicher Techniken, die im Umgang mit Nukleinsäuren benutzt
wurden, wie z. B. Phenol-/Chloroformextraktion, Ethanolpräzipitation, Konzentrations-
bestimmung im Spektralphotometer, Auftrennung von DNA-Fragmenten über Agarosegele,
Aufarbeitung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen, enzymatische Restriktionshydrolyse,
Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase, Behandlung von DNA-
Fragmenten mit Klenow-Polymerase, Ligierung freier DNA-Enden und Präparation von
Plasmid-DNA über alkalische Lyse erfolgte in Anlehnung an Standardprotokolle (Sambrook
et al., 2001) oder nach Angaben der Hersteller.
2.4.1 Extraktion zellulärer DNA
Zur Isolierung von DNA aus PBMCs und kultivierten Zellen wurde der QIAamp DNA Mini
Kit von Qiagen verwendet. Die Durchführung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
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2.4.2 Präparative Plasmidaufreinigung
Die präparative Plasmidaufreinigung aus stationären E.coli-Übernachtkulturen erfolgte mit
Hilfe von DNA-Adsorptionssäulen nach Angabe des Herstellers (Qiagen). Die eluierte DNA
wurde mit 0,7 vol. Isopropanol gefällt, mit 70%-igem Ethanol gewaschen und in einem
geeigneten Volumen Aqua dest. aufgenommen.
2.4.3 Präparation von mini-EBV-Plasmid-DNA aus E. coli
2 l Übernachtkultur wurde für 15 min bei 5000 rpm und Raumtemperatur abzentrifugiert. Die
Bakterienlyse und DNA-Präparation erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Sambrook et al., 2001). Anschließend wurde die isolierte DNA in insgesamt 15 ml TE-Puffer
aufgenommen, in dem 16 g Cäsiumchlorid (CsCl) hinzugegeben und aufgelöst worden waren.
Diese Mischung wurde in ein Ultrazentrifugenröhrchen (35 ml), in dem 400 µl
Ethidiumbromid (1 % w/v) vorgelegt waren, überführt. Die UZ-Röhrchen wurden mit 1,55
g/ml CsCl-Lösung aufgefüllt. Die Zentrifugation erfolgte über 72 h bei 35000 rpm und 20°C.
Anschließend wurde unter UV-Licht (365 nm) die untere Bande,  die der „supercoiled“-
Plasmid-DNA entspricht, mit einer Einmalkanüle entnommen. Die Plasmid-DNA-Mischung
wurde in ein neues UZ-Röhrchen (11,5 ml) überführt und diese mit 1,55 g/ml CsCl-Lösung
aufgefüllt. Nach erneuter Zentrifugation für 48 h bei 35000 rpm und Raumtemperatur wurde
wiederum die untere Plasmid-DNA-Bande entnommen und das restliche Ethidiumbromid
durch Ausschütteln mit CsCl-gesättigtem Isopropanol extrahiert. Nach Zugabe von TE-Puffer
auf das fünffache Volumen und DNA-Präzipitation mit Isopropanol wurde die mini-EBV-
Plasmid-DNA in TE-Puffer aufgenommen.
Alternativ dazu wurde mini-EBV Plasmid-DNA auch mittels EndoFree® Plasmid Kit der
Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Menge und Reinheit der
erhaltenen DNA war geringer als nach Reinigung über CsCl-Gradienten, aber für
Transfektion in die Verpackungszelllienie 293/TR- ausreichend.
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2.4.4 Polymerase-Ketten-Reaktion
2.4.4.1 Reverse Transkriptase (RT)-PCR
IE1 cDNA (UL123) und pp65 cDNA (UL83) wurden durch reverse Transkription der
entsprechenden mRNA aus AD169-infizierten MRC-5-Zellen gewonnen. Die isolierte RNA
wurde in einem Einschrittverfahren mit dem „SuperScript™ One-Step RT-PCR for Long
Templates“-Kit der Firma Invitrogen nach Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben
und amplifiziert.
Hierbei erfolgte die cDNA-Synthese für 30 min bei 55°C. Anschließend wurde die PCR
direkt durchgeführt.
Primer: Annealing-Temperatur:
IE1/fwd:IE1/re 55°C
IE1over/fwd:IE1/re 56°C
pp65/fwd:pp65over/re 58°C
PCR-Programm: 94°C / 2 min; 35 Zyklen: 94°C / 15 s, 55°C-58°C / 30 s, 68°C / 2 min;
72°C / 10 min; 6°C
Da die Primer IE1/fwd und IE1/re Restriktionsschnittstellen enthielten, konnte das PCR-
Produkt enzymatisch hydrolysiert und in das Plasmid p3117 ligiert werden.
2.4.4.2 „Overlap and extension“ Technik
Die Klonierung der pp65_IE1-Chimäre erfolgte nach der „overlap and extension“-Technik
von Ho et al. (Ho et al., 1989). Die beiden Produkte aus der RT-PCR mit den Primern
pp65/fwd:pp65over/re und IE1over/fwd:IE1/re enthalten einen Überlappungsbereich, der am
3’-Ende von pp65 und am 5’-Ende von IE1 liegt. In einem zweiten Schritt wurden diese
beiden PCR-Produkte in einer weiteren PCR-Reaktion als Matrize eingesetzt. Durch die
Überlappung konnte ein Strang von jedem Fragment als Primer für das andere Fragment
verwendet werden. Zusammen mit den beiden flankierenden Primern pp65/fwd und IE1/re
konnte so das chimäre Gen amplifiziert werden.
Da die Primer 5’- und 3’-flankierende Restriktionsschnittstelllen enthielten, konnten die PCR-
Produkte enzymatisch hydrolysiert und in das Plasmid p3117 ligiert werden.
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2.4.4.3 Amplifizierung mini-EBV- und Wildtyp-EBV-spezifischer-Sequenzen
Alle mini-LCLs wurden auf die Anwesenheit von mini-EBV-spezifischen Sequenzen und die
Abwesenheit von Wildtyp-EBV-spezifischen Sequenzen hin kontrolliert. Ebenso wurden die
generierten B-Blasten auf EBV-Freiheit getestet.
Also Kontrolle für die PCR wurden die Primer PC04 und GH20 verwendet um das
Hauskeeping-Gen !-Globin nachzuweisen.
Standardprotokoll für die Überprüfung von mini-LCLs und B-Blasten
Reaktionsansatz
3 µl zelluläre DNA
2 µl MgCl2 (25 µM)2 µl dNTPs (je 50 mM)
0,5 µl Primer-Mix (cam-up/cam-down/gp85c/gp85d; 25 µM oder PC04/GH20; 25 µM)
2 µl 10x Taq-Polymerase Puffer
1 µl Taq-DNA-Polymerase (1U/µl)
H20 ad 20 µl
PCR-Programm: 95°C / 5 min; 35 Zyklen: 95°C / 1 min, 59°C / 1 min, 72°C / 1 min;
72°C / 10 min; 4°C
2.4.4.4 Nested-PCR für HLA-C-Typisierung
Exon 2 und 3 des HLA-C-Lokus wurden wie von Cereb et al. beschrieben mittels der Primer
CI2F und CI3R amplifiziert (Cereb et al., 1996). Das Produkt dieser PCR wurde 1:100
verdünnt und als Matritze für Nested-PCR, die Exon 2 (Primer CE2F und CE2R) und Exon 3
(CE3F und CE3R) separat amplifiziert wurden, eingesetzt. Die gewonnenen DNA-Fragmente
wurden anschließend sequenziert.
PCR-Programm: 95°C/1 min; 30 Zyklen: 95°C/1 min, 54°C/1 min, 72°C/1 min; 72°C/4
min; 4°C
2.4.4.5 TRAP-Assay
Für die Bestimmung der Telomerase-Aktivität in verschiedenen Zellextrakten wurde der
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAPLUS Kit der Firma Roche verwendet. Dieser
enzymatische Immuno-Assay ermöglicht die photometrische Quantifizierung der Telomerase
Aktivität einer Probe und basiert auf dem Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP)
(Kim et al., 1994). Aus den Zellen wurde zunächst ein Gesamtproteinextrakt hergestellt. Nach
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Zugabe eines Biotin-markierten, synthetischen Primers fügte die enthaltene Telomerase an
das 3’-Ende repetitive Sequenzen der Abfolge TTAGGG an. Dieses Elongationsprodukt
wurde nun durch PCR amplifiziert. Anschließend wurden die Proben denaturiert und mit
einer Digoxigenin-markierten Sonde hybridisiert. Die entstandenen Produkte wurden über
ihre Biotinmarkierung auf einer mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte immobilisiert.
Mittels eines anti-Digoxigenin, Peroxidase-(HRP)-gekoppelten Antikörpers und des
sensitiven Peroxidasesubstrats TMB (enthält 3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin) konnten die
Amplifikate detektiert werden. Der im Kit enthaltene interne Standard erlaubt den Ausschluß
falsch-negativer Ergebnisse. Alle Arbeitsschritte erfolgten nach Angaben des Herstellers.
Die Relative Telomerase Aktivität (Li et al.) der verschiedenen Proben in einem Experiment
wurde wie folgt berechnet:
(AS-AS,O)/AS,ISRTA = (ATS-ATS,0)/ATS,IS x 100
AS: Absorption der Probe
AS,0: Absorption der hitzeinaktivierten Probe
AS,IS: Absorption des internen Standards der Probe
ATS: Absorption des Kontroll-Templates
ATS,0: Absorption des Lyse-Puffers
ATS,IS: Absorption des internen Standards des Kontroll-Templates
2.4.5 Southern-Blot-Hybridisierung
2.4.5.1 Telomer-Längen-Analyse
Für die Untersuchung der Telomer-Längen in B-Blasten wurde der TeloTAGGG Telomere
Length Assay der Firma Roche verwendet.
Hierbei wurden 2 µg zelluläre DNA mit den Restriktionsenzymen Rsa I und Hinf I gespalten
und in einem 0,8%igen Agarosegel in TBE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Um
Strangbrüche in der DNA hervorzurufen, wurde das Gel 5-10 min mit 0,25 M HCl behandelt.
Danach wurde die DNA in Denaturierungspuffer denaturiert und durch kapillaren Transfer
auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond™ N+) übertragen (Southern, 1975). Der
Transfer wurde nach 2-3 Stunden beendet. Die DNA wurde durch UV-Bestrahlung    (120
mJ) kovalent an die Membran gebunden. Die Prähybridisierung erfolgte in mitgeliefertem
Hybridisierungspuffer bei 42°C für 45 min. Nach dieser Zeit wurde der Puffer erneuert, die
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Digoxygenin-markierte Telomer-spezifische Sonde zugegeben und für weitere 3 Stunden bei
42°C inkubiert. Anschließend wurde die Nylonmembran 2x 5 min bei Raumtemperatur in
Waschpuffer I und 2x15 min bei 50°C in Wachpuffer II gewaschen. Die Membran wurde mit
dem mitgelieferten Waschpuffer gespült und freie Bindungsstellen über Nacht bei 4°C mit im
Kit enthaltender Blockierungslösung abgesättigt. Die Inkubation mit dem gegen Digoxygenin
gerichteten und HRP-gekoppelten Antikörper in Blockierungslösung erfolgte bei
Raumtemperatur für 30 min. Die Membran wurde anschließend zweimal für 15 min in
Waschpuffer gewaschen und anschließend im beigelegten Detektionspuffer äquilibriert.
Danach wurde der Southern Blot nach Angaben des Herstellers entwickelt. Die Auflagezeit
des Films richtete sich nach der Intensität des Signals.
TBE-Puffer: 100 mM Tris/HCl, 100 mM Borsäure, 0,2 mM EDTA,
pH 8,0
Denaturierungspuffer: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl
Waschpuffer I 2x SSC, 0,1 % SDS
Waschpuffer II 0,2x SSC, 0,1 % SDS
2x SSC 300 mM NaCl, 30 mM NaAc
2.4.5.2 Telomerase-Aktivitäts-Assay
Der TRAP-Assay wurde wie unter 2.4.4.5 beschrieben durchgeführt. Um die dabei
entstandene jeweils um 6 bp ansteigende Leiter sichtbar zu machen, wurden die Fragmente
mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Papageorgiou et al.) aufgetrennt und auf eine
positiv geladene Nylonmembran (Hybond™ N+) transferiert. Dabei wurde ein 12%iges
nichtdenaturierendes Acrylamidgel verwendet. Die Fragmente wurden anschließend durch
kapillaren Transfer auf die Nylonmembran übertragen. Der Biotin-markierte Primer erlaubte
die Sichtbarmachung der Fragmente durch ein Biotin Luminescence Detection Kit der Firma
Roche. Die Detektion erfolgte nach Angaben des Herstellers.
5 x TBE: 0,5 M Tris/HCl, 0,5 M Borsäure, 1 mM EDTA, pH 8,0
12% PAA (18 ml): 7,2 ml Acrylamid (30%)
1,8 ml 5 x TBE
9 ml H20
300 µl 10% APS
15 µl TEMED
Laufpuffer: 0,5 x TBE
Material und Methoden
!"
2.5 Proteinarbeitstechniken
2.5.1 Westernblot Analyse
Ca. 106 Zellen pro Ansatz wurden in 200 µl Lämmli-Puffer aufgenommen und 10 min bei
95°C erhitzt. Anschließend wurden die Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) über ein 12%iges Gel nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard wurde die Prestained Protein Ladder von MBI
verwendet. Die SDS-PAGE erfolgte bei 35 mA. Nach der Beendigung der Elektrophorese
wurden die aufgetrennten Proteine mit Hilfe eines Elektrotransfer-Verfahrens (Semidry) auf
eine Hybond-ECL-Zellulosemembran übertragen. Der Transfer erfolgte für 1 Std bei 25
mA/Gel in Transferpuffer. Nach Übertragen der Proteine auf die Membran wurden diese für
eine Stunde bei Raumtemperatur in Blocklösung geschwenkt, um unspezifische
Proteinbindestellen abzusättigen. Anschließend wurde die Membran über Nacht mit dem
primären Antikörper gegen pp65 oder IE1 (15 µM Endkonzentration) in Waschpuffer bei 4°C
inkubiert. Vor Zugabe des zweiten Antikörpers wurde die Membran zweimal für 20 min
gewaschen. Die Inkubation mit dem sekundären Antikörper (anti-Maus HRP gekoppelt,
Verdünnung 1:10000) erfolgte 2 Std lang bei Raumtemperatur in Waschpuffer. Anschließend
wurde die Membran erneut zweimal gewaschen. Die Detektion erfolgte mit dem ECL-
Detektionssystem der Firma Amersham Pharmacia nach den Angaben des Herstellers.
Transferpuffer: 50 mM Tris; 105 mM Glycerin; 1,3 mM SDS, 20% Methanol
Blocklösung: 20 mM Tris/HCl (pH 7,4); 150 mM NaCl;
4% Magermilchpulver
Waschlösung: 20 mM Tris/HCl (pH 7,4); 150 mM NaCl;
1% Magermilchpulver; 0,04% Tween-20
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2.6 Zellkultur und Analyse von Zellen
Zellpelletierungen wurden durch Zentrifugation für 10 min bei 300 g und 20°C durchgeführt.
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer Zählkammer. Um tote von lebenden
Zellen unterscheiden zu können, wurde die Zellsuspension mit einem Volumen einer
0,5%igen Trypanblau-Lösung in PBS gemischt. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf und
sind daher im Gegensatz zu vitalen Zellen im Mikroskop an ihrer Blaufärbung zu erkennen.
2.6.1 Zellkulturbedingungen
Alle Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C mit einer Atmosphäre von 5%  CO2
kultiviert. Als Kulturmedium wurde RPMI 1640, versetzt mit 10% Kälberserum, 100 µg/ml
Streptomycin und 100 U/ml Penicillin, verwendet. Bei der Kultur der Zelllinie 293/TR- wurde
100 µg/ml Hygromycin zur Erhaltung des rekombinanten EBV-Genoms zugesetzt.
Die adhärenten Zelllinien MRC-5, BSC-40 und 293/TR-2 wurden in Kulturmedium vermehrt
und alle 2-3 Tage, im Falle von MRC-5 einmal pro Woche, 1:4 verdünnt. Die adhärente
Fibroblastenzelllinie CD40L wurde ebenfalls in Kulturmedium vermehrt und einmal pro
Woche 1:40 verdünnt. Adhärente Zellen wurden zur Subkultivierung mit PBS serumfrei
gewaschen, dann mit 0,05% Trypsin / 0,02% EDTA von der Wachstumsfläche gelöst, einmal
in Medium gewaschen und in entsprechender Verdünnung wieder ausplattiert.
Um die Proliferation zu stoppen, wurden vor der Kokultur mit primären B-Lymphozyten die
Zellen für 120 min mit einer 50Gy !-Strahlung behandelt.
Suspensionszellkulturen wurden ein- bis zweimal wöchentlich zwei- bis zehnfach verdünnt
subkultiviert.
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2.6.2 Aufbewahrung von Zellen
In Gegenwart von Dimethylsulfoxid (DMSO) können Zellen in flüssigem Stickstoff
eingefroren und über längere Zeit gelagert werden. Zum Einfrieren wurden die Zellen wie
angegeben abzentrifugiert, in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in ein 2 ml
Kryoröhrchen pipettiert. Um die Zellen schonend abzukühlen, wurde das Röhrchen in ein
allseitig verschlossenes Styroporbehältnis gegeben und bei -80°C tiefgefroren. Einige Tage
später wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff überführt.
Zur Rekultivierung wurden die Zellen in einem Wasserbad bei 37°C schnell aufgetaut und mit
vorgewärmtem Medium gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in Kulturmedium
aufgenommen und in ein Kulturgefäß überführt.
Einfriermedium: 10% DMSO
40% FCS
50% RPMI 1640
2.6.3 Isolierung primärer humaner Lymphozyten
Als Quelle für humane Lymphozyten diente frisch abgenommenes venöses Blut freiwilliger
Spender oder Leukozytenkonzentrate (buffy coats). Die Proben wurden 1:1 mit PBS
vermischt und über einen 30%igen Ficoll-Gradienten aufgereinigt. Dafür wurden die Proben
bei 1000 g 20 min lang durch ein Ficoll-Kissen zentrifugiert, um Erythrozyten und
Granulozyten abzutrennen. Nach der Zentrifugation wurde die Interphase abgenommen und
fünfmal mit PBS gewaschen, um Reste von Ficoll zu entfernen und Thrombozyten
abzureichern. Diese Fraktion mononukleärer Zellen, sogenannten PBMCs (peripheral blood
mononuclear cells), wurde als Ausgangsmaterial für B-Zellinfektionen mit EBV-Vektoren,
die Generierung von B-Blasten und zur T-Zell-Reaktivierung verwendet.
2.6.4 Detektion von Antikörpern gegen CMV in Humanserum oder -plasma
Der „CMVscan“-Kartentest ist ein passiver Latexagglutinationstest zum Nachweis von
Antikörpern gegen Cytomegalovirus in Humanserum oder -plasma. Für die vorliegende
Arbeit genügte eine qualitative Durchführung des Tests. Bei dem Test agglutinieren zuvor mit
CMV-Antigenen sensibilisierte Latexpartikel bei Vorhandensein von CMV-Antikörpern.
Nach einer angemessenen Reaktionszeit sind die agglutinierten Partikel mit bloßem Auge zu
erkennen.
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Zuerst wurde von ca. 500 µl Vollblut durch Zentrifugation (2500 rpm, 10 min, RT) das Serum
abgetrennt. 25 µl Serum wurden mit der gleichen Menge an Verdünnungspuffer gemischt und
auf ein Testfeld der mitgelieferten Karten aufgetragen. Das verdünnte Serum wurde mit
einem Plastikrührstäbchen gleichmäßig auf dem Testfeld verteilt. Anschließend wurde das
Latexreagenz gründlich gemischt und ein freifallender Tropfen (ca. 15 µl) in jedes Serum-
Testfeld gegeben. Durch Drehen der Karte wurde das Latex-Antigen gleichmäßig in den
Testfeldern verteilt. Nach 6 - 8 min konnte der Test ausgelesen werden. Als Kontrolle dienten
mitgelieferte CMV-positive und -negative Seren.
2.6.5 Generierung von mini-EBV-Virionen
Die Generierung von mini-EBV-Virionen erfolgte mit Hilfe der EBV-Verpackungszelllinie
293/TR-2 (Delecluse et al., 1999). Zur Produktion von infektiösen mini-EBV-Virionen
wurden 293/TR-2 in Standardmedium ohne Hygromycin 30 - 50% konfluent ausplattiert. Die
Zellen einer 15cm-Schale wurden zwei Tage danach in serumhaltigen Standardmedium mit
24 µg mini-EBV-Plasmid, 12 µg p509(BZLF1) und 12 µg pRA (BALF4), komplexiert mit
50 µl Metafectene nach Angaben des Herstellers transfiziert. Nach 24 und 72 Stunden wurde
das Medium vorsichtig abgenommen und durch 12 ml frisches ersetzt. 96 Stunden nach
Transfektion wurde das virionhaltige Medium abgenommen, zur Abtrennung von
Zellbestandteilen bei 1000 g für 10 min zentrifugiert, filtriert (0,8 µm) und portioniert bei
–80°C gelagert. Der abgenommene Überstand wurde durch frisches Medium ersetzt und der
Vorgang an Tag 5 und 6 wiederholt.
2.6.6 Infektion von B-Zellen mit EBV oder EBV-Vektoren
Für die Generierung von mini-LCLs wurden eine halbe Million frisch aufgearbeitete oder
kryokonservierte PBMCs oder B-Blasten in 100 µl Medium mit 100 µl mini-EBV-
virionhaltigem Zellkulturüberstand in einer Vertiefung einer 96-Loch-Flachbodenplatte
infiziert. Das Medium wurde mit 1 µg/ml Cyclosporin A supplementiert. Für die
Negativkontrolle (auf endogene EBV-Infektion) wurde statt des mini-EBV-Überstandes 100
µl Medium, für die Herstellung von LCLs 10 µl B95.8-Kulturüberstand verwendet. Einen Tag
nach Viruszugabe, und danach einmal wöchentlich, wurde die Hälfte des Mediums durch
frisches ersetzt. Während der ersten vier Wochen wurde dem Standardmedium Cyclosporin A
(1 µg/ml) zugesetzt, um eine T-Zell-Reaktivierung zu unterbinden. In den meisten Fällen
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wurde ein Auswachsen immortalisierter Zellen erstmals nach drei bis sechs Wochen
beobachtet. Die Zellen wurden vorsichtig in größere Kulturgefäße expandiert.
2.6.7 Generierung polyklonaler T-Zelllinien
Als Quelle für T-Zellen dienten kryokonservierte oder frische PBMCs. Durch Restimulation
mit einer autologen, Antigen-exprimierenden mini-LCL wurden daraus polyklonale T-
Zelllinien generiert. Es wurde ein Restimulationsprotokoll verwendet, das gegenwärtig zum
Zweck des adoptiven T-Zell-Transfers in klinischer Anwendung ist (Roskrow et al., 1998).
Pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte wurden 1 x 106 PBMCs und 2,5 x 104 mit 50 Gy
bestrahlte mini-LCL-Zellen in 1 ml Standardmedium kokultiviert. Dies entspricht einem
Effektor/Stimulator-Verhältnis (E:S) von 40:1. Ab Tag 10 und dann alle sieben Tage wurden
die Zellen geerntet und mit bestrahlten mini-LCLs im Verhältnis E:S = 4:1 in frischem
Medium weiter kultiviert. Ab Tag 15 wurde dem Medium 90 U/ml rekombinantes
Interleukin-2 (rIL-2) zugesetzt. Die Zellen wurden ab dem fünfzehnten Tag zwischen den
mini-LCL-Stimulationen nach Bdaraf 1-2 mal pro Woche mit frischem Medium versorgt.
2.6.8 Einzelzellklonierung von T-Zellen
Für Einzelzellklonierungen wurden statistisch 0,5 T-Zellen zwischen Tag 35 und 45 pro
Vertiefung einer 96-Loch-Rundbodenplatte zusammen mit bestrahlten PBMCs von vier
verschiedenen anonymen Spendern (je 1x106/ml) und bestrahlten mLCLs (1x105/ml)
ausplattiert. Das Medium wurde supplementiert mit 0,5 µg/ml PHA und 1000 U/ml rIL-2.
Wenn nicht anders vermerkt, wurden Einzelzellklonierungen in Standardmedium mit 5%
humanem Serum durchgeführt.
2.6.9 Phänotypisierung von Zellen mittels FACS-Analyse
Einzelzellen einer Zellsuspension können mittels Durchflußzytometrie in einem FACS™-
Gerät analysiert werden. Nach Färbung von Zellen mit Antikörpern oder tetrameren HLA-
Klasse-I/Peptid-Komplexen („Tetramere“), die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt
sind, kann man in der FACS-Analyse auf der Basis einzelner Zellen bestimmen, wie viele
Zellen einer Population ein bestimmtes Protein exprimieren und welches relative
Expressionsniveau auf der Oberfläche erreicht wird. Erkennt der Antikörper ein Antigen, das
sich im Zytoplasma befindet, müssen die Zellen vor der Färbung permeabilisiert werden.
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2.6.9.1 Färbung von Oberflächenmolekülen
Für die Detektion von verschiedenen Oberflächenmolekülen wurden ca. 1x105 - 1x106 Zellen
einmal in kalten PBS/ 2% FCS gewaschen und mit spezifischen Antikörpern 20 min auf Eis
inkubiert. Für die Antigen-spezifische Färbung von T-Zellen mit Tetrameren wurden die
Zellen zuvor für 20 min bei 37°C mit Phycoerythrin-(PE)-markierten Tetramer inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS/ 2% FCS gewaschen und sofort per
Durchlfußzytometrie analysiert.
2.6.9.2 Intrazelluläre Färbung von Zytokinen
Zur Quantifizierung Antigen-spezifischer T-Zellen, die das Effektorzytokin Interferon-!
(IFN-!) sezernieren, wurden die Zellen in ihrer Ruhephase, d.h. frühestens vier Tage nach der
letzten Restimulation, mit Antigen-präsentierenden Zellen koinkubiert. Dem Medium wurde
nach einer Stunde Brefeldin A bis zu einer Endkonzentration von 10µg/ml zugesetzt und
weitere 5-6 Stunden inkubiert. Dieses inhibiert den anterograden Transport der Proteine vom
Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat durch Zerstörung der Vesikel (Lippincott-
Schwartz et al., 1991; Wood et al., 1991). IFN-! akkumuliert dadurch im Zytoplasma und
kann intrazellulär nachgewiesen werden.
Zur Detektion von IFN-! wurden die Zellen unter Anwendung des „CytoFix-/CytoPerm-
Reagent“ von CALTAG für 15 min permeabilisiert und für weitere 15 min bei
Raumtemperatur mit Alexa-488-markiertem IFN!-Antikörper inkubiert und fixiert.
Anschließend wurden die Zellen mit PBS/ 2% FCS gewaschen und per Durchflußzytometrie
analysiert.
2.6.10 Magnetische Separation von T-Zellpopulationen
Zur magnetischen Separation von Zellen wurde das Verfahren von Miltenyi Biotech
verwendet. Es beruht auf der Verwendung von spezifischen monoklonalen Antikörpern, an
die superparamagnetische, ca. 50 nm große Partikel gekoppelt sind. In einer mit
paramagnetischer Matrix ausgekleideten Säule, die sich in einem starken magnetischen Feld
befindet, werden die Zellen durch die Antikörper in der Säule magnetisch festgehalten. Nicht
markierte Zellen durchlaufen die Säule. Nach Entfernen des magnetischen Feldes konnten die
markierten Zellen von der Säule gespült und anschließend im FACS analysiert werden.
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Färbung und Separation von verschiedenen Zellpopulationen erfolgte nach Angaben des
Herstellers.
Zur Separation der T-Zellen, die Interferon-! sezernieren, wurde ein Verfahren verwendet, bei
dem das sekretierte Zytokin an der Oberfläche der sezernierenden Zelle durch einen dort
gebundenen Antikörper abgefangen und durch einen weiteren PE-gekoppelten Antikörper
sichtbar gemacht wird. Die Separation erfolgte mittels magnetischer anti-PE-Beads. Die T-
Zellen wurden in ihrer Ruhephase über Nacht mit Antigen-präsentierenden Zellen
koinkubiert. Anschließend erfolgte die Färbung und Separation nach dem Protokoll des
Herstellers.
2.6.11 Bioplex Immunoassay
Zur Quantifizierung verschiedener Zytokine wurde das Bioplex Protein Array System der
Firma Bio-Rad angewandt, mit welchem in einem Ansatz simultan mehrere Proteine
analysiert werden können. Das Prinzip dieses modifizierten Sandwich-Immunoassays beruht
auf der Verwendung unterschiedlich fluoreszenzmarkierter Polystyrenkügelchen (so genannte
Beads), an die spezifische Antikörper kovalent gebunden sind. In einer Mikrotiterplatte
wurden die frischen oder aufgetauten Zellkulturüberstände von verschiedenen T-Zelllinien
bzw. ein bekannter Standard des jeweiligen Proteins zusammen mit den Antikörper-
gekoppelten Beads in die Vertiefungen pipettiert und für 30 min auf einem Schüttler bei 300
rpm inkubiert. Hierbei wurden die im Überstand präsenten Zytokine an den auf der
Oberfläche der Beads kovalent gekoppelten Antikörper gebunden. Anschließend wurde die
Platte mittels Vakuumfiltration gewaschen und ein zweiter, biotinylierter
Detektionsantikörper zugegeben, der spezifisch an ein anderes Epitop der gesuchten Zytokine
bindet. Danach wurde die Platte für weitere 30 min unter gleichmäßigem Schütteln inkubiert.
Nach Entfernung von überschüssigem Detektionsantikörper durch erneutes Waschen, wurde
PE-konjugiertes Streptavidin zugegeben. Es folgte ein Inkubationsschritt für 10 min.
Ungebundenes Streptavidin wurde durch weitere Waschschritte entfernt. Die Quantifizierung
der Zytokine erfolgte im Array Reader der Firma Bio-Rad.
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2.6.12 IFN-!-ELISA
Zur Bestimmung der induzierten Aktivierung spezifischer T-Zellen wurde ein IFN-!-ELISA
eingesetzt. T-Zellen wurden mit allogenen oder autologen mLCLs oder mit Peptid-beladenen
B-Blasten ca. 18 h kokultiviert. 96-Loch-Platten (MaxiSorp) wurden über Nacht mit einem
monoklonalen Antikörper gegen humanes IFN-! (Mabtech) bei 4°C beschichtet, anschließend
gewaschen und mit Waschlösung für eine Stunde blockiert. Die Überstände wurden auf die
vorbehandelten Platten transferiert und für 2 h Stunden auf der Platte belassen. Die
nachfolgenden Antikörperinkubationen und Waschschritte erfolgten nach Angaben des
Herstellers (Mabtech). Nach sechs weiteren Waschschritten wurde die Substratlösung der
Firma BIO-RAD auf die Platten gegeben und die Absorption bei 405 nm in zeitlichen
Abständen mehrmals gemessen.
PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4,
pH 7,2- 7,4
Waschlösung 0,05% Tween 20 in PBS
2.6.13 IFN-!-ELISpot Assay
Die ELISpot-Technik erlaubt es, die Zytokinproduktion einzelner Zellen zu detektieren
(Versteegen et al., 1988). Es wurde ein ELISpot Kit zur Detektion von IFN-! verwendet.
Hierbei werden Zellen auf einer mit monoklonalem Antikörper beschichteten 96-Loch
Zelluloseester-Platte ausgesät. Je Vertiefung werden 1 x 104 Stimulatoren in 100 µl
Standardmedium vorgelegt und verschiedene Zahlen von T-Zellen oder PBMCs in je 100 µl
dazugegeben. Während einer etwa achtzehnstündigen Inkubation bindet von den Zellen
produziertes IFN-! den Antikörper und kann nach Entfernen der Zellen durch einen
sekundären, biotinylierten Antikörper markiert werden. Streptavidin-gekoppelte, alkalische
Phosphatase bindet an das Biotin und wird mittels BCIP/NBT Substrat nachgewiesen. Auf der
Membran bilden sich blaue Punkte, die unter einem Binokular-Mikroskop ausgezählt werden
können.
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2.6.14 Zytotoxizitäts-Analysen
Die Zytotoxizität von T-Zelllinien wurde durch die Messung der freigesetzten Menge eines
Markierungsreagenz aus zuvor zytoplasmatisch markierten, lebenden Zielzellen ermittelt. Als
Markierungsreagenz wurde der organische Komplexligand BATDA (Bis (actoxymethyl)
2,2’:6’2’’-terpyridin-6,6’’-dicarboxylat) (Blomberg  et al., 1996) verwendet, der im
Zellinneren zu TDA hydrolysiert wird und dann die Membran nicht mehr passieren kann. Der
in den Überstand freigesetzte Komplexligand wird mit Europium(III)-Ionen umgesetzt und
der gebildete fluoreszierende Komplex durch zeitaufgelöste Fluorometrie nachgewiesen.
Zytoxizitäts-Analysen wurden mit T-Zelllinien durchgeführt, bei denen die letzte
Restimulation mindestens vier Tage zurück lag. Etwa 1 x 106 Zellen wurden mit 1 µl
BATDA-Reagenz für 20 - 30 min bei 37°C markiert und anschließend fünfmal mit PBS
gewaschen. Verschiedene Zahlen von Effektorzellen wurden in jeweils 100 µl
Standardmedium ohne Phenolrot in 96-Loch-Spitzbodenplatten vorgelegt und jeweils 10000
markierte Zielzellen in ebenfalls 100 µl dazugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 - 4
Stunden bei 37°C wurden je 20 µl Überstand abgenommen und in die Vertiefung einer 96-
Loch-Flachbodenplatte überführt, je 200 µl Europium-Lösung dazugegeben, 15 min
geschüttelt und die Fluoreszenz des gebildeten Europium-Chelatkomplexes zeitaufgelöst im
Fluorimeter gemessen. Für jede Zielzellart wurden parallel die Maximalfreisetzung
(vollständige Lyse mit 0,5% Triton X-100) und die Spontanfreisetzung (Zielzellen ohne
Zugabe von Effektoren) ermittelt. Die Ergebnisse wurden als relative spezifische Lyse
angegeben. Diese wurde aus den einzelnen Freisetzungswerten wie folgt berechnet:
F - SL = M - S
L = relative spezifische Lyse
F = Freisetzungswert der einzelnen Proben
M = Maximalfreisetzung
S = Spontanfreisetzung
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2.7 Arbeiten mit Viren
2.7.1 Epstein-Barr-Virus
Als Quelle für humanes Wildtyp-EBV zur Generierung von lymphoblastoiden Zelllinien
(LCLs) diente die mit Referenzstamm B95.8 partiell lytisch, infizierte, lymphoide
Krallenaffen-Zelllinie gleichen Namens. B95.8 Zellen sezernieren bei fortlaufender
Kultivierung infektiöses EBV in den Kulturüberstand. Die Überstände dieser Zelllinie können
nach Filtration (0,45 µm) unmittelbar für die Infektion und Immortalisierung von B-Zellen
verwendet werden. Solche Überstände bleiben bei Lagerung bei 4°C mehrere Wochen für
diesen Zweck verwendbar.
2.7.2 Cytomegalovirus
Subkonfluente MRC-5-Zellen wurden mit dem humanen Cytomegalovirus des
Referenzstamms AD169 infiziert, indem 0,1 infektiöse Viren pro Zelle (multiplicity of
infection, MOI=0,1) auf die Fibroblasten gegeben wurde. Die Kultivierung wurde fortgesetzt,
bis 80-90% der Zellen zytopathische Effekte (runde oder elliptische Form, gelockerte
Adhärenz, teils vergrößerte Zellen) zeigten. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen
und wurde dann zur Weiterinfizierung oder zum Anlegen von Virusstocks verwendet. Zum
Anlegen eines Virusstocks wurde der Überstand abgenommen und 10 min bei 1000 g
zentrifugiert. Falls nach der Ernte des Überstandes die meisten infizierten Zellen noch
adhärierten, wurden sie vorsichtig mit frischen Medium überschichtet und nach weiteren 24
Stunden der Überstand erneut geerntet. Die Prozedur wurde solange die Zellen adhärent
blieben wiederholt.
Zur Abschätzung der Virustiter wurden die Überstände in Verdünnungsreihen zur Infektion
von Fibroblasten in 96-Loch-Platten verwendet. Zwei Wochen nach Infektion wurden
infizierte und nicht infizierte Löcher gezählt.
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2.7.3 Rekombinante Vacciniaviren
Zur Propagierung von rekombinanten Vacciniaviren wurden konfluente Zellen der Linie
BSC-40 mit 2 x 107 Viren pro 175-cm2-Flasche infiziert. Sobald ca. 90% der BSC-40-Zellen
einen zytopathischen Effekt zeigten, wurden die Zellen geerntet, indem noch adhärente Zellen
mit einer Pipette abgespült wurden. Die Zellen wurden abzentrifugiert, der Überstand
verworfen und die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert. Zum Zellaufschluß wurde die
Suspension dreimal im Wechsel in flüssigem Stickstoff eingefroren, im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und 20 s kräftig resuspendiert. Danach wurden die Zelltrümmer bei 300 g für 5 min
abzentrifugiert und der virushaltige Überstand bei -80°C gelagert.
Zur Titerbestimmung wurden Vaccinia-Präparate in Verdünnungsreihen auf BSC-40-Zellen
oder MRC-5-Zellen in 96-Loch-Platten titiriert.
Zur Verwendung als Zielzellen wurden Fibroblasten, mini-LCLs oder B-Blasten 12 Stunden
vor Verwendung mit rekombinanten Vacciniaviren (MOI=10) infiziert.
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3 Ergebnisse
3.1 Etablierung und Charakterisierung von B-Blasten
3.1.1 Generierung und Langzeitkultivierung von B-Blasten
CD40-aktivierte B-Zellen, auch B-Blasten genannt, sind hocheffiziente Antigen-
präsentierende Zellen (Schultze et al., 1997; von Bergwelt-Baildon et al., 2002). Die CD40-
Ligand-(CD40L)-stimulierten B-Blasten wurden in den hier gezeigten Experimenten als
EBV-freie Zielzellen oder als Stimulatoren in T-Zellassays verwendet. Zunächst wurde das
Verfahren zur effizienten Herstellung von B-Blasten etabliert und optimiert.
In den bisher publizierten Protokollen wurden B-Blasten aus großen Zellzahlen primärer B-
Zellen hergestellt. Dafür wurden 2 x 106 PBMCs in 6-Loch-Platten mit CD40L-Zellen
kokultiviert (Garrone et al., 1995; Schultze et al., 1997). Bei einem von fünf Spendern konnte
unter Verwendung hoher Anfangszellzahlen eine Kontamination der Kulturen mit endogenem
Wildtyp-EBV des Spenders beobachtet werden. Um das Risiko einer Kontamination durch
EBV zu verringern, wurden alle in dieser Arbeit  verwendeten B-Blasten aus kleinen
Anfangszellzahlen hergestellt.
Die für die B-Zellkulturen notwendigen CD40L-Zellen wurden letal bestrahlt (50Gy).
Unabhängig von der Anzahl der Vertiefungen wurden anschließend pro Multi-Loch-Platte 7,5
x 105 CD40L-Zellen ausplattiert. Nach 12 - 18 h waren die Zellen adhäriert und konnten zur
Kokultivierung mit PBMCs und B-Blasten verwendet werden. CD40L-stimulierte B-Blasten
wurden aus PBMCs generiert, indem 2,5 x 104, 5 x 104 oder 1 x 105 PBMCs in einer
Vertiefung einer 96-Loch-Flachbodenplatte mit CD40L-Zellen kokultiviert wurden. Das
Medium wurde mit IL-4 (2 ng/ml) und Cyclosporin A (1 µg/ml) supplementiert. Die
kultivierten Zellen wurden alle 3 - 5 Tage auf neue Platten mit frischen CD40L-Zellen
transferiert und vorsichtig expandiert. Langzeitkulturen wurden in 6-Loch-Platten kultiviert
und zweimal pro Woche 1:2 expandiert.
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3.1.2 Überprüfung der generierten Zelllinien auf Abwesenheit von Wildtyp-EBV
Um zu verifizieren, dass die auswachsenden B-Blasten nicht durch endogenes Wildtyp-EBV
des Spenders immortalisiert waren, wurde in unregelmäßigen Abständen, spätestens aber alle
vier Monate, die Abwesenheit spezifischer Wildtyp-EBV-Sequenzen (gp85), wie unter 2.4.4.3
beschrieben, überprüft. Abbildung 3.1 A zeigt ein Beispiel einer solchen Analyse von 4
Spendern. Als Kontrolle dienten mit B95.8 immortalisierte LCLs des gleichen Spenders (Abb.
3.1 B). Alle auf diese Weise hergestellten B-Blasten waren zu allen getesteten Zeitpunkten
frei von EBV.
A                     F60BL         F62BL          F63BL          F64BL 1 B              F64B      1
              M        G        K        G       K        G        K       G        K           G           K
Abb. 3.1: PCR-Analyse der DNA aus B-Blasten (BL) von vier Spendern auf  EBV-
spezifische DNA. (A) Bei den vier Spendern F60, F62, F63 und F64 konnte das Gen für das
Glykoprotein gp85 aus EBV nicht nachgewiesen werden (mit G gekennzeichnete Spuren).
Mit K gekennzeichnete Spuren zeigen den Nachweis eines Kontroll-Locus auf dem humanem
Genom (! -Globin), der bei allen Proben positiv war. (B)  gp85 konnte in B95.8-
immortalisierten Linien nachgewiesen werden (Spur G); hier gezeigt für Spender F64. Spur K
zeigt die Kontrolle für das Gen !-Globin. M: DNA-Marker pUC8
3.1.3 Langzeitkultivierung der B-Blasten
Bisher wurde für B-Blasten eine Kultivierungsdauer von von maximal 76 Tagen beschrieben
(Banchereau et al., 1991; Lapointe et al., 2003; Schultze et al., 1997; von Bergwelt-Baildon et
al., 2002). Oft konnte ein Absterben der Kulturen nach einigen Wochen aus unbekannten
Gründen beobachtet werden (Banchereau et al., 1991), oder es wurde eine Kontamination
durch endogenes EBV beobachtet, sodass in kurzer Zeit EBV-transformierte B-Zellen in der
Kultur dominierten (Banchereau et al., 1991; Schultze et al., 1997). Ausgehend von kleinen
Anfangszellzahlen konnten im Rahmen dieser Arbeit EBV-freie B-Blasten bis zu 800 Tagen
in Kultur gehalten werden (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Langzeitkultivierung von B-Blasten. Alle B-
Blasten zeigten unverminderte Proliferation im gesamten
Betrachtungszeitraum und waren EBV-frei.
Die Versuche, B-Blasten aus 25 Spendern zu expandieren, waren bei allen Spendern
erfolgreich und aus allen EBV-positiven und -negativen Normalspendern konnten eine oder
mehrere unabhängige B-Blastenlinien generiert werden. Nach einer Etablierungsphase von
etwa 50 Tagen proliferierten alle B-Blasten-Linien kontinuierlich weiter. Kulturen, die nicht
mehr aktuell benötigt wurden, wurden zur späteren Verwendung kryokonserviert. Alle
kryokonservierten Kulturen zeigten am Ende ihrer Kultivierung unverminderte Proliferation
und waren EBV-frei. Die kontinuierliche Stimulation durch CD40L und IL-4 war bei der
Langzeitkultivierung essentiell. EBV-freie B-Zelllinien, die unabhängig von der Zugabe von
IL-4 und der Stimulation durch CD40L proliferierten, konnten nie beobachtet werden.
3.1.4 Bestimmung von Telomerase-Aktivität und Nachweis stabiler Telomerlängen in
Langzeit-B-Blastenkulturen
In EBV-transformierten B-Zellen ist zunächst eine Abnahme der Telomerlänge zu beobachten
(Counter et al., 1992), und die meisten transformierten Zellen sterben nach maximal 160
Zellteilungen (Counter et al., 1992; Kataoka et al., 1997). Die Entwicklung einer starken
Telomerase-Aktivität, und damit eine Stabilisierung der Telomerenden, scheint eine
Voraussetzung für die Immortalisierung EBV-transformierter B-Zellen zu sein. Neben einem
Anstieg der Telomerase-Aktivtät ist eine Änderung des Karyotyps von diploid zu aneuploid
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zu beobachten (Counter et al., 1994; Kataoka et al., 1997; Okubo et al., 2001; Tahara et al.,
1997). Die Induktion einer hohen Telomerase-Aktivität während des
Immortalisierungsprozesses von EBV-infizierten B-Zelllinien ist typisch, und ein Publikation
berichtet einen Aktivitätsanstieg um mehr als das 50fache (Kataoka et al., 1997). In
Abbildung 3.3 ist am Beispiel der Spender Hai und Len gezeigt, dass die generierten B-
Blasten-Linien eine hohe Telomerase-Aktivität über den gesamten Zeitraum der Kultivierung
zeigten. Die relative Telomerase Aktivität wurde, wie unter 2.4.4.5 beschrieben, mittels des
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAPLUS Kit der Firma Roche bestimmt. Hierbei wird die
mittlere Telomerase-Aktivität in Relation zu einem Standard (im Kit enthalten) ermittelt.
Frisch isolierte PBMCs zeigten eine relative Telomerase-Aktivität von 5 (Spender Len) bzw.
3 (Spender Hai). Im Vergleich hierzu war die Aktivität zu späteren Zeitpunkten bis zu 40fach
erhöht.
Tag der Kultivierung
Abb. 3.3: Telomerase-Aktivität von B-Blasten-Linien zweier
Spender, gemessen zu verschiedenen Zeitpunkten der
Kultivierung. Zur Bestimmung der Aktivität wurde der
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAPLUS Kit der Firma Roche
verwendet, der auf auf dem TRAP-Assay basiert (Kim et al., 1994).
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In frisch etablierten Zellen, die keine Telomeraseaktivität zu Anfang aufweisen, korreliert die
Telomerlänge in vitro mit dem Replikationspotential der Zellen. Zellen, die eine kritische
Länge ihrer Telomere unterschreiten, zeigen Anzeichen der Seneszenz (Allsopp et al., 1995).
Die Länge der Telomere in CD40-stimulierten B-Blastenlinien wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten mittels Southern-Blot-Analyse der terminalen Restriktionsfragmente bestimmt.
Diese Fragmente entstehen, wenn die genomische DNA mit den Restriktionsenzymen Hinf I
und Rsa I enzymatisch hydrolysiert wird. Zur Abschätzung der mittleren Telomerlänge wurde
mit Hilfe des Programms „NIH Image“ (Research Service Branch) ein Densitogramm der
einzelnen Spuren erstellt. In das Densitogramm wurde eine Gerade, die 80% der
Maximalintensität entspricht, gelegt. Die Gerade bildet mit der Kurve des Densitogramms
zwei Schnittpunkte, die der oberen bzw. unteren Grenze der in Abbildung 3.4 B angegebenen
mittleren Telomerlänge entspricht. Diese blieb, nach anfänglicher Verkürzung, über den
gesamten Zeitraum der Kultivierung stabil. Bei den untersuchten B-Blasten des zweiten
Spenders verkürzten sich die Telomere zunächst ebenfalls, aber nach dem Anstieg der
Telomerase-Aktivität ab Tag 425 (Abb. 3.3) konnte eine stetige Zunahme der mittleren
Telomerlänge beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Somit wurden bei B-Blasten von
beiden Spendern eine Stabilisierung der Telomere und dauerhafte Telomerase-Aktivität
beobachtet.
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A                                              Hai BL                            1
d55    d233    d357   d455   d735   K562
B
                 
                  Kultivierungstag
Abb. 3.4: Telomerlänge und Korrelation mit
Telomerase-Aktivität. (A) Southern-Blot der terminalen
Restriktionsfragmente des Spenders Hai zu verschiedenen
Zeitpunkten der Kultivierung. Als Kontrolle wurde eine
permanente Leukämiezelllinie analysiert (K562). (B)
Telomerase-Aktivität (schwarze Linie), ermittelt mit dem
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAPLUS Kit der Firma
Roche, und mittlere Telomerlängen (graue Balken),
ermittelt wie im Text beschrieben.
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3.1.5 Karyotypisierung zweier B-Blastenlinien
Karyotypisierungen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Christine Mayr am Institut für
Humangenetik der Technischen Universität München durchgeführt. Bei allen untersuchten
Kulturen wurde „chromosome painting“ mit anschließender Bänderungsanalyse durchgeführt
(Eils et al., 1998). Untersucht wurde die B-Blasten-Linie von Spender Hai an Tag 776 und die
B-Blasten-Linie des Spenders Len an Tag 110, 295, 499 und 768. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3.1 zusammengefaßt.
Tab. 3.1: Karyotypen von B-Blasten-Kulturen der Spender Hai und Len
Linie Kulturtag Karyotyp
Hai BL 776 46, XY, der(4)t(2;4)(p13;p16)
Len BL 110 46, XY
Len BL 295 46, XY, t(14;18)(p32;q22)
Len BL 499 46, XY, t(14;18)(p32;q22)
Len BL 768 46, XY, t(14;18)(p32;q22)
B-Blasten des Spenders Len zeigten an Tag 110 einen normalen Chromosomensatz. Ab Tag
295 hatten dagegen alle Zellen ein einheitliches Muster einer Translokation
[t(14;18)(p32;q22)], das sich bis Tag 768 nicht mehr änderte. Zwischen diesen beiden
Zeitpunkten muß eine massive Selektion zugunsten eines Zellklons mit dieser Translokation
stattgefunden haben. Auch bei Spender Hai zeigten alle Zellen zum Zeitpunkt der
Untersuchung eine einheitliche Chromosomen-Aberration. Hier wurde an die komplette
Sequenz des Chromosoms 4 eine Kopie des Chromosoms 2 ab p13 angehängt, wobei
Chromosom 2 weiterhin intakt vorlag. Ausgehend von der Annahme, dass die gleiche
Mutation nicht unabhängig voneinander in verschiedenen Zellen stattgefunden hat, muss
angenommen werden, dass die Linien monoklonal waren.
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3.1.6 Charakterisierung von Oberflächenmarkern verschiedener B-Blastenlinien
Wie kürzlich beschrieben sind B-Blasten an Tag 8 zu über 80% CD19+CD3- und bereits nach
ca. drei Wochen einheitlich CD19+CD3- (Lapointe et al., 2003; Schultze et al., 1997). Eine
solch frühe Analyse der in dieser Arbeit generierten B-Blasten Linien war auf Grund der
kleinen Anfangszellzahlen nicht möglich. Für eine genauere Charakterisierung der in dieser
Arbeit verwendeten B-Blasten-Linien wurden FACS-Analysen zu späteren Zeitpunkten der
Kultivierung (ab Tag 50) durchgeführt (Abb. 3.5). Alle untersuchten Zelllinien waren
einheitlich CD19+CD3- ab diesem Zeitpunkt.
MHC I         MHC II           CD21            CD54            CD80            CD86
LCL Bra
mLCL
F64W
B-Blasten
F45
B-Blasten
F46
B-Blasten
F60
B-Blasten
F64
Abb. 3.5: Vergleich der Expression von Oberflächenmarkern auf CD19+-B-Blasten.
Untersucht wurden Marker, die für die T-Zell-Stimulation wichtig sind. Die dünnere Linie gibt
die Fluoreszenz der Isotypkontrolle der jeweiligen Antikörper an. Untersucht wurden LCLs
des Spenders Bra (ca. Tag 250), die Kontroll-mLCL (W) des Spenders F64 (ca. Tag 330) und
vier B-Blastenlinien der Spender F45, F46, F60 und F64. (F45/46 ca. Tag 420; F60/62 ca. Tag
330)
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Für B-Blasten konnten vergleichbare Mengen an MHC-Molekülen beider Klassen,
Adhäsionsmolekülen (CD54) und kostimulatorischen Molekülen (CD80 und CD86), wie bei
LCLs bzw. mLCLs (Kontrolllinie W, mit p1495 immortalisiert) nachgewiesen werden.
Einziger Unterschied zwischen LCLs/mLCLs und B-Blasten war die fehlende Expression von
CD21 auf B-Blasten. Bereits Lapointe et al. konnten zeigen, dass dieser Marker an Tag acht
der Kultivierung von CD40-stimulierten B-Blasten nicht mehr exprimiert wird (Lapointe et
al., 2003). CD21 ist unter anderem der Rezeptor für das Epstein-Barr-Virus.
Da B-Blasten zu verschiedenen Zeitpunkten als Antigen-präsentierende Zellen eingesetzt
werden sollten, war es von Bedeutung, dass die Expression der untersuchten Marker über den
gesamten Zeitraum stabil blieb. Daher wurden verschiedene B-Blasten-Linien zu
verschiedenen Zeitpunkten mittels FACS-Analyse untersucht. In Abbildung 3.6 ist als
Beispiel die B-Blastenlinie des Spenders Hai gezeigt.
MHC I              MHC II               CD54                 CD80                 CD86
d55
d233
d357
d425
d735
Abb. 3.6: Phänotypische Untersuchung der B-Blastenlinie des Spenders Hai zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Expression von Oberflächenmolekülen blieb über den
Zeitraum der Kultivierung stabil. Die dünnere Linie gibt die Fluoreszenz der Isotypkontrolle
der jeweiligen Antikörper wieder.
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Wie für den Spender Hai gezeigt, blieb die Expression von Markern, die für die Stimulation
von T-Zellen wichtig sind, über den Zeitraum der Kultivierung stabil. Die Stimulation mit
CD40L und IL-4 führte zu einheitlichen Populationen von B-Zellen mit aktivierten Phänotyp
und hoher Expression von Adhäsionsmolekülen wie CD54, kostimulatorischen Molekülen
wie CD80 und CD86 und MHC-Molekülen beider Klassen.
3.1.7 Verwendung von B-Blasten in T-Zell-Assays
Im Rahmen dieser Arbeit wurden B-Blasten als Zielzellen in Zytotoxizitäts-Assays und als
Stimulatoren in T-Zell-Assays zur Bestimmung der Zytokinproduktion der T-Zellen
eingesetzt. Hierzu wurden B-Blasten mit den gewünschten Peptiden oder Peptid-Pools für 1 h
bei 37˚C beladen und anschließend direkt eingesetzt. Dabei wurde stets eine Konzentration
von 5 µg/ml pro Peptid verwendet. Die Verwendung von autologen B-Blasten ermöglichte die
Analyse der Aktivität der generierten T-Zelllinien im EBV-freien Kontext. In Abbildung 3.7
sind zwei Beispiele für die pp65_IE1-spezifische T-Zelllinie des Spenders F45 gezeigt, deren
Herstellung weiter unten beschrieben ist. Für den IFN-!- ELISA (Abb. 3.7 A) wurden 2 x 103
T-Zellen am Tag 44 der Kultivierung mit 1 x 104 Peptid-beladenen, autologen B-Blasten in
einer Vertiefung einer 96-Loch-Platte stimuliert. Der Assay wurde, wie unter 2.6.11
beschrieben, durchgeführt. Da alle Peptide in DMSO gelöst worden waren, wurde
unbeladenen B-Blasten als Negativ-Kontrolle jeweils die entsprechende Menge des
Lösungsmittels zugesetzt. Abb. 3.7 B zeigt einen Europium-Freisetzungsversuch zur
Ermittlung der spezifischen Zytotoxizität der gleichen T-Zelllinie an Tag 50. Hierbei dienten
1 x 104 beladene, autologe B-Blasten als Zielzellen für 8 x 105 T-Zellen (Effektor:Zielzell-
Verhältnis = 8:1). Der Versuch wurde, wie unter 2.6.14 beschrieben, durchgeführt.
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Abb. 3.7: T-Zell-Assay der T-Zelllinie F45 N unter
Verwendung von autologen, Peptid-beladenen B-Blasten als
Stimulatoren und Zielzellen. (A) IFN-!-ELISA durchgeführt an
Tag 44 der Kultivierung. (B) Zytotoxische Aktivität der T-Zellen
gegenüber den beladenen B-Blasten wurde an Tag 50 untersucht.
Verwendete Peptide sind mit ihrer 3-Buchstaben-Abkürzung
angegeben (siehe 2.1.6). pp65-Epitope sind durch einer
durchgezogenen Linie, IE1-Epitope mit einer unterbrochenen
Linie unter ihren Abkürzungen gekennzeichnet.
In beiden Assays ist gezeigt, dass die generierte T-Zelllinie F45 N spezifisch B-Blasten
erkannte, die mit pp65-Peptid (YSE) oder mit IE1-Peptiden (ELK und QIK) beladen waren
(verwendete Peptide siehe 2.1.6). Es konnte bei diesem Spender keine T-Zell-Reaktivität
gegen das pp65-Peptid RRR festgestellt werden. QAK-spezifische T-Zellen scheinen zwar in
der Lage zu sein IFN-! zu sezernieren, aber ihre lytische Reaktivität scheint eingeschränkt zu
sein. Die Ergebnisse zeigen, dass B-Blasten gute Antigen-präsentierende Zellen sind, die sich
sowohl als Stimulatoren in Zytokin-Assays als auch als Zielzellen in Zytotoxizitäts-Assays
eigenen und die Ermittlung des Spektrums an Reaktivitäten einer komplexen T-Zellkultur
erlauben.
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3.2 Reaktivierung von pp65-spezifischen T-Zellen
CMV-Infektionen sind immer noch ein schwerwiegendes klinisches Problem bei
immunsupprimierten Patienten, die zum Beispiel Empfänger einer allogenen
Stammzelltransplantation sind (Boeckh et al., 2003). Das Fehlen von Virus-spezifischen T-
Zellen bei solchen Patienten scheint die Ursache für die Komplikationen zu sein (Cwynarski
et al., 2001). Auf der Suche nach Alternativen zur medikamentösen Behandlung konnte
gezeigt werden, dass der adoptive Transfer CMV-spezifischer T-Zellen zur Wiederherstellung
der T-Zell-Immunität erfolgreich ist (Einsele et al., 2002b; Peggs et al., 2003; Riddell et al.,
1992; Walter et al., 1995).
Für die Selektion und Expansion CMV-spezifischer T-Zellen in vitro aus peripheren Blut
wurden viele Arten von Antigen-präsentierende Zellen (APCs) und Methoden zur Herstellung
CMV-spezifischer T-Zellen untersucht. Unsere Gruppe konnte bereits zeigen, dass sich
autologe mLCLs zur Generierung von pp65-spezifischen T-Zelllinien eignen (Moosmann et
al., 2002). Bisher lag der Fokus bei der Untersuchung der generierten T-Zelllinien dabei auf
den CD8+ zytotoxischen T-Zellen. In klinischen Studien über CMV wurde aber bereits
gezeigt, dass für eine langanhaltende Immunität gegenüber CMV die Applikation von CD8+
und CD4+ Antigen-spezifischen T-Zellen nötig ist (Einsele et al., 2002b; Peggs et al., 2003;
Walter et al., 1995). Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich mLCLs zur
Generierung CD4+ und CD8+ CMV-spezifischer T-Zellen eignen. Darüber hinaus sollte durch
geeignete Wahl der Spender ein möglichst breites Spektrum an HLA-Typen abgedeckt
werden (Tab. 3.2). In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse für die in Tabelle 3.2
aufgeführten Spender gezeigt. Alle vier Spender waren CMV- und EBV-positiv. Bei der
Auswahl wurde auch darauf Wert gelegt, dass für die Charakterisierung der T-Zelllinien
Peptide und Tetramere für mindestens ein CMV- und ein EBV-Epitop zur Verfügung standen.
Tab. 3.2: HLA-Typen der Spender
Spender HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DQ HLA-DRB1 DRB3/4/5
F45 1, 68 8, 14 7, 8 3, 6 13, 15 3, 5
F46 3, 11 7, 3501 4, 7 6 13, 15 3, 5
F60 2, 26 7, 38 7, 1203 1, 6 8, 13 3
F62 3 3501, 52 4, 1202 1, 6 1, 15 3
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3.2.1 Proliferation von generierten T-Zelllinien
Die Verwendung von FCS könnte in der klinischen Anwendung Probleme bereiten, weshalb
das hier verwendete Medium mit 2% humanem Serum AB (statt mit 10% FCS)
supplementiert wurde. PBMCs wurden mit der autologen pp65-mLCL, wie unter 2.6.7
beschrieben, stimuliert. In Abbildung 3.8 ist das Wachstumsverhalten der T-Zelllinien der
vier Spender gezeigt. Als Kontrolle ist eine mit 10% FCS kultivierte T-Zelllinie des Spenders
TW gezeigt. Unter diesen Bedingungen war es möglich, T-Zelllinien zu generieren. Die
Zellen proliferierten allerdings weniger stark als bei Zugabe von 10% FCS.
Tag der Kultivierung
Abb. 3.8: Expansion von pp65-mLCL-stimulierten T-Zelllinien. Bei
den Spendern F45, F46, F60 und F62 wurden 2% humanes Serum AB dem
Kulturmedium zugesetzt. Zum Vergleich wurden Zellzahlen einer T-
Zellkultur des Spenders TW angegeben (kultiviert mit 10% FCS).
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3.2.2 Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen
Die generierten T-Zelllinien wurden auf die Expression der Oberflächenmoleküle CD8 und
CD4 untersucht (Abb. 3.9 A). Epitop-spezifische, CD8-positive T-Zellen konnten mittels
HLA/Peptid-Tetramer-Färbungen (siehe Abschnitt 2.6.9) identifiziert werden. Bei allen vier
Spendern konnten pp65-spezifische T-Zellen expandiert werden. In Abbildung 3.9 B sind die
Ergebnisse der Tetramer-Analysen von zwei Spendern (F46 und F60) exemplarisch
dargestellt.
A
B
Abb. 3.9: Phänotypische Untersuchung generierter T-Zelllinien. (A) Der Phänotyp der
unterschiedlichen T-Zelllinien wurde an Tag 35 (F45 und F46) bzw. an Tag 44 (F60 und
F62) untersucht. In allen Fällen dominierten CD8+ T-Zellen die Kulturen. Je nach Spender
konnten zwischen 6,3% und 34% CD4+ T-Zellen detektiert werden. (B) Epitop-
spezifische T-Zellen wurden mit HLA-Klasse-I/Peptid-Komplexen detektiert. Gezeigt
sind die Ergebnisse einer solchen Analyse für die Spender F46 und F60. Verwendete
Tetramere sind mit ihrer 3-Buchstaben-Abkürzung angegeben (siehe 2.1.6).
Unterstrichene Buchstaben stehen für pp65-Epitope, unmarkierte für Epitope aus latenten
EBV-Proteinen.
FACS-Analysen der T-Zellkulturen ergaben, dass bei allen Zelllinien die CD8+ T-Zellen
dominierten. Spenderabhängig konnten aber auch zwischen 6,3% und 34% CD4+ T-Zellen
detektiert werden. Bei allen Spendern war eine Expansion pp65-spezifischer T-Zellen (IPS
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und TPR bei Spender F46; NLV und TPR bei Spender F60) zu beobachten. TPR schien dabei
in Spender F46 - innerhalb der detektierbaren Spezifitäten - immundominant zu sein (4%),
wobei dieses CD8-Epitop in Spender F60 nur eine untergeordnete Rolle zu spielen schien
(0,8%); bei diesem Spender wurden NLV-spezifische T-Zellen stärker expandiert (6,6%). In
Abb. 3.10 ist die Expansion von T-Zellen mit unterschiedlicher Spezifität für alle vier
Spender dargestellt, ermittelt durch relative Tetramerfärbungen der T-Zellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung. Die Daten beschränken sich auf die Epitope,
für die Tetramere zur Verfügung standen.
Tag der Kultivierung
Abb. 3.10: Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen. Der Anteil der T-Zellen, die
spezifisch für verschiedene Epitope von pp65 und latenten EBV-Antigenen sind, wurde
durch Tetramer-Färbung bestimmt (siehe 2.6.9). CMV-pp65-Epitope sind durch
durchgehende, EBV-Epitope durch unterbrochene Linien dargestellt.
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Im Gegensatz zu CMV-spezifischen T-Zellen konnten EBV-spezifische T-Zellen in den
meisten Fällen nicht in dem gleichen Maß expandiert werden, und in einigen Fällen wurde
sogar eine Abnahme der EBV-spezifischen T-Zellen beobachtet. So wurden zum Beispiel in
frisch isolierten PBMCs des Spenders F60 T-Zellen nachgewiesen, die gegen das Epitop CLG
aus dem latenten Antigen LMP2 gerichtet waren. Nach einigen Wochen jedoch waren T-
Zellen mit dieser Spezifität nicht mehr detektierbar. Ebenso verhielt es sich mit YPL-
spezifischen T-Zellen des Spenders F62. In allen Linien dominierten pp65-spezifische T-
Zellen. Die ex vivo-Analysen zeigten, dass in den meisten Fällen die Zahl der Vorläuferzellen,
die spezifisch für pp65-Epitope waren, größer war als die Zahl EBV-spezifischer
Vorläuferzellen.
3.2.3 Antigenspezifische IFN-!-Produktion der T-Zellen
FACS- und Tetramer-Analysen lassen nur eine Aussage über die Anwesenheit bestimmter
Marker oder T-Zellrezeptoren, nicht aber über die Funktion der Zellen zu. Daher wurden die
T-Zellen auf Effektorfunktionen, zum Beispiel die Sekretion von IFN-!, untersucht. Mittels
des sehr sensitiven IFN-!-ELISAs konnte die Spezifität und HLA-Restriktion der T-Zelllinien
untersucht werden und somit eine Aussage über die Funktionalität der generierten T-Zellen
getroffen werden. Als Stimulatoren wurden autologe mLCLs, autologe, Peptid-beladene B-
Blasten und allogene, HLA-kompatible oder -inkompatible mLCLs verwendet. Diese
Analysen zeigten, dass die pp65-mLCL-stimulierten T-Zellen nur pp65 erkannten. Sie
reagierten sowohl mit IFN-!-Sekretion, wenn die Stimulatoren pp65-Antigene endogen
exprimierten als auch wenn sie exogen mit pp65-Peptiden beladen wurden (Abb. 3.11). Die
Erkennung der Zielzellen war in allen Fällen HLA-restringiert. Exemplarisch sind Ergebnisse
des Spenders F45 an Tag 35 (3.11 A) und F60 an Tag 44 (3.11 B) dargestellt. Zur Stimulation
der T-Zellen wurden, wie unter 2.6.12 beschrieben, immer 1 x 104 APCs eingesetzt. Im Fall
des Spenders F45 wurden 1 x 104 Effektoren, im Falle des Spenders F60 nur 2,5 x 103
Effektoren pro Ansatz eingesetzt. Dies erklärt den detektierten Unterschied der IFN-!-
Produktion. Aufgrund der Sensitivität des ELISAs konnte die Spezifität der T-Zelllinien zu
sehr frühen Zeitpunkten der Kultivierung (Tag 17) untersucht werden. Gezeigt werden hier
allerdings Ergebnisse zu relativ späten Zeitpunkten der T-Zell-Kulturen, um die Daten besser
mit den Ergebnissen der Zytotoxizitäts-Analysen (siehe nachfolgender Abschnitt 3.2.4)
vergleichen zu können. Die Ergebnisse entsprechen aber denen früherer Zeitpunkte.
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Abb. 3.11: IFN-!-Produktion der T-Zelllinien der Spender F45
(A) und F60 (B) nach Stimulation mit HLA-kompatiblen und
-inkompatiblen Antigen-präsentierenden Zellen. Gezeigt sind
Analysen von Tag 37 (F45) bzw. Tag 44 (F60). Von Spender F45
wurden 1 x 104 T-Zellen, bei Spender F60 2,5 x 103 T-Zellen pro
Ansatz eingesetzt (jeweils 1 x 104 Stimulator-Zellen). pp65-Epitope
sind unterstrichen.
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3.2.4 Zytotoxizitäts-Analysen der T-Zelllinien
Die Antigen-spezifische Lyse von Zellen, die das Zielgen exprimieren, ist die wichtigste
Effektorfunktion von zytotoxischen T-Zellen. Zur Analyse der Zytotoxizität werden
Zielzellen mit einem Markierungsreagenz behandelt, das nur im Falle des Zelltodes beim
daraufhin erfolgenden Zerfall der Zellmembran wieder freigesetzt werden kann. In dieser
Arbeit wurde der organische Chelatligand BATDA zur Markierung eingesetzt, der in der
Zelle zu TDA hydrolysiert wird (Blomberg et al., 1996).
TDA-Freisetzungsversuche wurden ab Tag 25 der Kultivierung, wie in Abschnitt 2.6.14
beschrieben, durchgeführt. Als Zielzellen wurden autologe mLCLs, autologe, Peptid-beladene
B-Blasten und allogene, HLA-kompatible oder -inkompatible mLCLs verwendet. Abbildung
3.12 zeigt die Ergebnisse von Experimenten mit T-Zellen des Spenders F45 an Tag 44 und
des Spenders F60 an Tag 37. Die T-Zelllinien zeigten gegenüber pp65-exprimierenden
Zielzellen eine spezifische Lyse von bis zu 100% der Zielzellen bei einem Effektor:Zielzell-
Verhältnis von 8:1. Die Ergebnisse der Zytotoxizitäts-Analysen deckten sich mit den Daten
der IFN-!-ELISA-Assays (Abb. 3.11). Wie bereits durch Tetramer-Analysen gezeigt werden
konnte (Abb. 3.10), blieb bei Spender F45 der prozentuale Anteil QAK-spezifischer T-Zellen
ab Tag 16 der Kultivierung gleich. Die geringe Lyse QAK-beladener B-Blasten an Tag 44,
verglichen mit der Reaktivität der T-Zellen gegen QAK-beladene B-Blasten im IFN-!-
ELISA-Assay an Tag 37 (Abb. 3.11), zeigt, dass die zytotoxische Reaktivität dieser Zellen
geringer ist als ihre IFN-!-Sekretionsaktivtät. In der T-Zelllinie des Spenders F60 konnten zu
allen Zeitpunkten der Kultivierung nur sehr wenige EBV-spezifische T-Zellen nachgewiesen
werden, was in Einklang mit der in allen durchgeführten Assays festgestellten geringen
Reaktivität der T-Zellen gegen EBV war.
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Abb. 3.12: Zytotoxische Reaktivität der T-Zelllinien von Spender
F45 (A) und F60 (B). Experimente wurden an Tag 44 (F45) bzw.
Tag 37 (F60) der Kultivierung durchgeführt. Gezeigt sind die
Ergebnisse für das Effektor:Zielzell-Verhältnis von 8:1. pp65-Epitope
sind unterstichen.
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3.2.5 Expansion Epitop-spezifischer, IFN-!-produzierender T-Zellen
Um eine Aussage über die Anzahl funktioneller, Epitop-spezifischer T-Zellen zu machen,
wurde ein IFN-!-ELISpot-Assay durchgeführt. Es sollte untersucht werden, ob die mittels
Tetramer-Analyse identifizierten Epitop-spezifischen Zellen auch funktional waren und wieh
hoch der Anteil solcher Zellen war.
IFN-!-ELISpot-Assays wurden ex vivo und zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung
durchgeführt (Abb. 3.13). Dafür wurden 1 x 104 mit dem jeweiligen Peptid beladene B-
Blasten zur Stimulation verwendet. T-Zellen wurden in unterschiedlicher Verdünnung
zugegeben, um eine Quantifizierung der IFN-!-produzierenden Zellen zu ermöglichen (siehe
2.6.13). Für einige der bekannten Epitope waren zum Zeitpunkt der Arbeit zwar die Peptide,
nicht aber die dazugehörigen Tetramere verfügbar. Somit konnten im ELISpot-Assay mehr
Eptiop-spezifischer T-Zellspezifitäten untersucht werden.
Tag der Kultivierung
Abb. 3.13: Expansion Epitop-spezifischer, IFN-!- sezernierender T-Zellen:
Der Anteil Epitop-spezifischer T-Zellen wurde mittels IFN-!-ELISpot
ermittelt. pp65-Epitop-spezifische T-Zellen werden durch durchgehende
Linien, EBV-Epitop-spezifische T-Zellen durch unterbrochene Linien
dargestellt.
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Beide Analysen zeigten übereinstimmend, dass zu allen Zeitpunkten CMV-spezifische T-
Zellen dominierten. Die Dominanz CMV- über EBV-Epitop-spezifischer T-Zellen konnte in
den meisten Fällen über die Dauer der Kultivierung bewahrt werden. Betrachtet man ein
individuelles Epitop eines Spenders, ließ sich zumeist beobachten, dass der Anteil Tetramer-
positiver Zellen höher war als der Anteil IFN-!-sezernierender Zellen.
3.2.6 Einzelzellklonierung der pp65-spezifischen T-Zelllinien
Der Anteil Epitop-spezifischer T-Zellen, die durch Tetramer-Färbung und ELISpot-Assays
gefunden werden konnte, betrug nie mehr als 20% der Gesamtzellpopulation. Die
Anwesenheit weiterer Spezifitäten, eventuell gegen noch unbekannte pp65-Epitope gerichtet,
schien daher wahrscheinlich. Formale Einzelzellklonierungen sollten Aufschluss über die
Spezifität der verbleibenden T-Zellen geben. Einzelzellklonierungen wurden, wie unter 2.6.8
beschrieben, an Tag 45 (Spender F45 und F46) oder an Tag 31 (Spender F62) durchgeführt
und die Klone wurden expandiert. Zwischen 44 und 85 Klone jedes Spenders wurden auf
pp65-Spezifität mittels IFN-!-ELISA untersucht. Als Stimulatoren wurden autologe pp65-
mLCLs und Kontroll-mLCLs verwendet. Zusätzlich wurden die Klone auf die Expression von
CD8 und CD4 untersucht. Die Anzahl der Klone und ihre gefundene Spezifität sind in Tabelle
3.3 dargestellt. Aufgrund der Vielzahl der getesteten Klone werden in den nachfolgenden
Abschnitten nur exemplarisch einige Ergebnisse von ausgewählten Klonen gezeigt, die aber
die Gesamtheit der Klone mit der gefundenen Spezifität repräsentieren.
Tab. 3.3: Klonale Analyse der pp65-mLCL stimulierten T-Zellkulturen mittels IFN-!-
ELISA
Antigen-Spezifität
CMV EBV oder andere nicht-reaktiv
Spender CD8+ CD4+ CD8+ CD4+ CD8+ CD4+
F45 61 0 9 1 7 7
F46 16 11 8 2 4 3
F62 59 4 2 0 12 3
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Der Großteil der Klone aller Spender zeigte CMV-spezifische IFN-!-Sekretion. Die meisten
CMV-spezifischen Klone waren CD8+, doch bei zwei Spendern konnten auch CD4+ T-
Zellklone gefunden werden. mLCLs sind also auch in der Lage, pp65-Epitope auf MHC-
Klasse-II-Molekülen zu präsentieren und somit spezifische CD4+-T-Zellen zu stimulieren.
Durch Einzelzellklonierungen konnte gezeigt werden, dass bei T-Zellen mit der Fähigkeit zur
Langzeitproliferation die pp65-spezifischen dominieren.
3.2.7 HLA-Restriktionen der pp65-spezifischen Klone
Um die HLA-Restriktion der einzelnen CMV-spezifischen Klone zu bestimmen, wurde ihre
Reaktivität gegen allogene Zielzellen getestet, die möglichst nur in einem HLA-Klasse-I- oder
II-Allel übereinstimmten. Tabelle 3.4 gibt einen Überblick über die gefundenen HLA-
Restriktionen aller Klone, die auf diese Weise getestet worden waren. Bei allen Spendern
konnten wenigstens drei unterschiedliche HLA-Restriktionen gefunden werden.
Abbildung 3.14 zeigt exemplarisch Analysen von drei CD8+- und drei CD4+-Klonen des
Spenders F46. Es wurden CD8+-Klone mit der HLA-Restriktion durch HLA-B07, A11 und
B3501 identifiziert. Analog wurden für CD4+ T-Zellklone desselben Spenders ebenfalls drei
unterschiedliche HLA-Klasse-II-Restriktionen unterschieden (HLA-DRB1-13, DRB5 und
DRB1-15).
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Tab. 3.4: HLA-Restriktionen pp65-spezifischer T-Zellklone.
HLA-Restriktion
Spender Klasse I Klasse II Anzahl der Klone
F45 A68 8
B14 11
n.b.a) 20
F46 A11 4
B7 4
B35 8
DRB1-13 5
DRB1-15 1
DRB5 2
F62 A3 3
Cw12 15
DRB1-1 4
a) n.b.: nicht bestimmt; diese CD8+ Klone reagierten nur auf
autologe pp65-exprimierende mLCLs, nicht aber auf HLA-Klasse-
I-kompatible mLCLs.
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Abb. 3.14: Antigen-Spezifität und HLA-Restriktion von T-Zell-Klonen. Gezeigt sind
Klone des Spenders F46. Drei CD8+-Klone (A) und drei CD4+-Klone (B) wurden mittels IFN-
!-ELISA auf ihre Reaktivität gegenüber verschiedenen Stimulatoren getestet. Schwarze
Balken stehen für die jeweilige pp65-exprimierende mLCL, weiße Balken für die Kontroll-
mLCL.
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3.2.8 Identifizierung der T-Zell-Epitope
Einige pp65-spezifische T-Zellklone des Spenders F45 waren HLA-B14-restringiert (Tab.
3.4). Für dieses HLA-Allel war bisher noch kein CMV-Epitop beschrieben worden. Darüber
hinaus zeigten einige CMV-spezifische Klone des Spenders F45 keine Reaktivität gegenüber
bekannten pp65-Epitopen des jeweiligen HLA-Allels (HLA-A11: GPI; HLA-B35: IPS, FPT;
Daten nicht gezeigt). Um die Epitop-Spezifität dieser Klone zu bestimmen, wurde eine
überlappende Peptid-Bank verwendet, die die gesamte Sequenz von pp65 abdeckt (Kern et
al., 2002). Jedes einzelne Peptid dieser Bank ist 15 Aminosäuren lang und die einzelnen
Peptide überlappen sich um 11 Aminosäuren, dass heißt Peptid 1 besteht aus den
Aminosäuren 1-15 von pp65, Peptid 2 aus den Aminosäuren 5-19 und so weiter. Diese Wahl
des Überlappungsbereiches und die Länge der Peptide bedeutet, dass jede mögliche pp65-
Sequenz von bis zu 12 Aminosäuren in der Peptidbank enthalten ist. Da CD8-Epitope in der
Regel 8-11 Aminosäuren nie länger als 12 Aminosäuren sind, sollte die Identifizierung aller
CD8-Epitope (Kern et al., 2000; Maecker et al., 2001) und der meisten CD4-Epitope
(Maecker et al., 2001) möglich sein. Die 138 Peptide wurden so in einer zweidimensionalen
Matrix in zweimal 12 Gruppen angeordnet, was die Identifizierung der T-Zellepitope mittels
24 Einzelreaktionenerlaubt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
14 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
15 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
16 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
17 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
18 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
19 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
20 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
21 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108
22 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
23 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132
24 133 134 135 136 137 138
Abb. 3.15 Zusammensetzung der Peptid-Gruppen zur
Identifizierung neuer T-Zell-Epitope. 138 Peptide (jedes 15
Aminosäuren lang; benachbarte Peptide besitzen einen gemeinsamen
Überlappungsbereich von 11 Aminosäuren), die die gesamte Sequenz
von pp65 abdecken, wurden in 24 Gruppen g (grau unterlegt)
angeordnet.
Für die Epitop-Identifizierung wurden autologe B-Blasten mit den 24 Peptid-Gruppen beladen
und zur Stimulation der T-Zellklone eingesetzt. Die IFN-!-Konzentration in den Überständen
wurde mittels ELISA quantitativ bestimmt. In Abbildung 3.16 sind exemplarisch Ergebnisse
mit dem Klon 14 des Spenders F46 und dem Klon 39 des Spenders F45 dargestellt.
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A B
Nummer der Peptid-Gruppen
Abb. 3.16: Identifizierung von Epitopen, die von CD8+, pp65-spezifischen T-
Zellklonen erkannt werden. Gezeigt ist in (A) der HLA-B3501-restringierte Klon 14
des Spenders F46 und in (B) der HLA-B14 restringierte Klon 39 des Spenders F45. Zur
Identifizierung des Epitops wurde eine Peptid-Bank benutzt, wie in Abb. 3.15 gezeigt.
T-Zellklone wurden mit B-Blasten stimuliert, die zuvor mit den 24 Peptidgruppen
beladen worden waren. Anschließen wurde die Konzentration von IFN-! im Überstand
mittels ELISA quantitativ bestimmt.
Klon 14 des Spenders F46 reagierte auf die Peptid-Gruppen 7, 8 und 16 (3.16 A). Somit sollte
das gesuchte Peptid im Überlappungsbereich der Peptide 43 und 44 liegen. Dieser Bereich hat
die Sequenz NQWKEPDVYYT. Eine Reaktivität von T-Zellen eines Spenders, der ebenfalls
das HLA-Allel B3501 trug, gegen diesen Bereich von pp65 wurde bereits beschrieben (Kern
et al., 2000). Allerdings wurde das genaue Epitop und die HLA-Restriktion nicht untersucht.
Da viele beschriebene HLA-B3501-Epitope ein Tyrosin an ihrem C-terminalen Ende tragen,
wurde die Reaktivität der B3501-restringierten Klone gegen das Nonamer NQWKEPDVY
getestet. Da zwei von zwei getesteten Klonen eine starke Reaktion gegen diese Sequenz
zeigten, wurde die Sequenz NQWKEPDVY als neues HLA-B3501-restringiertes, pp65-
Epitop identifiziert (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Neu identifiziertes HLA-
B3501 Epitop NQWKEPDVY. Getestet
wurde die Reaktivität der T-Zell-Klone 1
und 29 des Spenders F46 auf Peptid-
beladene B-Blasten mittels IFN-_-
ELISA. Als Kontrolle dienten
B-Blasten, die nur mit einer
entsprechenden Menge Lösungsmittel
behandelt wurden (DMSO).
Auf die gleiche Weise wurden HLA-A11-restringierte Klone des Spenders F46 getestet. Es
konnte gezeigt werden, dass drei von drei getesteten Klonen das Nonamer ATVQGQNLK
erkannten. Dies bestätigte Daten, die kürzlich von Kondo et al. veröffentlich worden waren
(Kondo et al., 2004). In einigen Spendern scheint somit das Epitop ATV immundominant
über das HLA-A11-Epitop GPI zu sein, das bisher als dominant in Spendern mit diesem
HLA-Allel galt (Solache et al., 1999). Analog konnte das HLA-Cw12-restringierte Epitop
VAFTSHEHF, das ebenfalls kurz zuvor von Kondo et al. beschrieben worden war, bestätigt
werden. VAF-spezifische Klone des Spenders F62 erkannten pp65-exprimierende Zielzellen
nur dann, wenn sie das HLA-Allel Cw1202, nicht aber, wenn sie das HLA-Allel Cw1203
trugen (Abb. 3.18). Die Feintypisierung des HLA-C-Lokus wurde wie unter 2.4.4.4
durchgeführt.
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Abb. 3.18: HLA-Restriktion des pp65-Epitops
VAFTSHEHF. Es wurde mittels IFN-!-ELISA getestet,
ob  ein T-Zellklon des Spenders F62, der das Cw12-
restringierte Epitop VAF erkannte, nur autologe Zellen,
die das Allel Cw1202 trugen, oder auch autologe Zellen
mit dem Cw1203-Allel erkannte. Die Zellen wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Peptids beladen.
Mit Hilfe der Peptid-Bank wurden auch die HLA-B14-restringierten CD8+ T-Zellklone des
Spenders F45 analysiert. Klone mit dieser Restriktion erkannten das 15-mer
PAAQPKRRRHRPDAL. Die darin enthaltene nonamere Sequenz RRRHRPDAL stimmte mit
dem beschriebenen HLA-B14-Motif xRxxRxxxL überein (DiBrino et al., 1994). Fünf von
fünf getesteten Klonen erkannten diese Sequenz. RRRHRPDAL konnte daher als neues
potentielles immundominantes pp65-Epitop bestätigt werden. Für einen Überblick aller
bestätigten und neu gefundenen Epitope siehe Tabelle 3.5.
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!""#$%#&'($)*+$,-*./,0,1,*2/*3$45!67&862*3/2,.9,*2/*3$:;,/<;
===4=>?!5#$ Getestet wurde die Reaktivität von B14-
spezifischen Klonen des Spenders F45 gegen autologe Peptid-
beladene B-Blasten mittels IFN-!-ELISA.
Auch CD4+ T-Zellen wurden mittels der Peptidbank auf ihre Epitop-Spezifität untersucht.
Ausgewählt wurde je ein Klon jeder identifizierten HLA-Klasse-II-Restriktion. Zwei kürzlich
beschriebene CMV-Epitope konnten bestätigt werden (Khattab et al., 1997; Li Pira et al.,
2004). Hierbei handelt es sich um ein HLA-DRB1-1- und ein DRB1-13-restringiertes Epitop
(Tab. 3.5). Die Aminosäuren von Position 489 bis 507 wurden in dieser Arbeit von Klonen
erkannt, die DRB5-restringiert waren. Diese Sequenz (AGILARNLVPMVATVCQN) wurde
kürzlich als wahrscheinlich DR11-restringiertes Epitop beschrieben (Khattab et al., 1997; Li
Pira et al., 2004). Diese Sequenz kann also anscheinend durch mindestens zwei Klasse-II-
Moleküle repräsentiert werden. Zudem enthält diese Sequenz auch das dominante HLA-
Klasse-I-Epitop (HLA-A2) NLVPMVATV. Darüber hinaus konnte ein bisher nicht
beschriebenes CD4-Epitop identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um ein HLA-DRB1-
15-restringiertes Epitop mit der Sequenz MSIYVYALPLKMLNI (Tab. 3.5).
767@A3/*.B$?CDE 767@A3/*.B$===
F@<.$G F@<.$%H F@<.$%I F@<.$8' F@<.$I%
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Tab. 3.5: HLA-Restriktionen und Epitop-Spezifitäten der pp65-spezifischen Klone
Spender HLA-Restriktion
Anzahl
HLA-
restringierter
Klone
erkanntes Epitop
Aminosäure-
Position in
pp65
Anzahl
Epitop-
spezifischer
Klone
Referenz
F45 A68 8 n. b. - - -
B14 11 RRRHRQDAL 539-547 5/5 dieseArbeit
n. b.a) 20 n. b. - - -
F46 A11 4 ATVQGQNLK 501-509 3/3 Kondo2004
B7 4 TPRVTGGGAM 417-426 1/4 Weekes1999
B35 8 NQWKEPDVY 173-181 2/2 dieseArbeit
DRB1-13 5 (QPFM)RPHERNGFTVL(CPKN)b) 261-279 1/1 Li Pira2004
DRB1-15 1 MSIYVYALPLKMLNI 109-123 1/1 dieseArbeit
DRB5 2 (AGIL)ARNLVPMVATV(QGQN)b) 489-507 1/1 Khattab1997
F62 A3 3 n. b. - - -
Cw12 15 VAFTSHEHF 294-302 2/3 Kondo2004
DRB1-1 4 (GQNL)KYQEFFWDAND(IYRI)b) 505-523 1/1 Khattab1997
a) CD8+-T-Zell-Klone, die keine der verfügbaren HLA-kompatiblen Zielzellen erkannten
b) Zwei benachbarte 15-mer Peptide mit einem Überlappungsbereich von 11 Aminosäuren wurden erkannt.
3.2.9 Reaktivität CMV-spezifischer Klone gegen pp65-Vaccinia- oder CMV-infizierte
Stimulatoren
Um die pp65-Spezifität noch durch ein weiteres unabhängiges System zu verifizieren, wurde
die spezifische IFN-!-Sekretierung von HLA-B35-restringierten Klonen des Spenders F46
mittels ELISA qualitativ bestimmt. Als Stimulatoren wurden HLA-B35-kompatible
Fibroblasten und autologe B-Blasten verwendet. Die Fibroblasten wurden entweder mit dem
CMV-Laborstamm AD169 oder mit einem rekombinanten Vacciniavirus mit pp65-
Expressionskassette (MVA pp65; siehe 2.1.2) infiziert. B-Blasten wurden nur mit MVA pp65
infiziert. Sowohl Fibroblasten als auch B-Blasten wurden zur Kontrolle mit einem
rekombinanten Vaccinia-Virus ohne Expressionskassette infiziert. Die Infektion der Zellen
erfolgte wie unter 2.7 beschrieben. Zusätzlich wurden auch die autologe pp65-mLCL und
Kontroll-mLCL zur Stimulation eingesetzt. Die Ergebnisse eines solchen Experiments sind in
Abbildung 3.20 für vier Klone des Spenders F46 dargestellt.
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Abb. 3.20: CMV-spezifische IFN-!-Sekretierung. CMV-spezifische, HLA-B35-
restringierte Klone zeigen spezifische Reaktivität gegen Vaccinia-infizierte, HLA-B35-
kompatible Fibroblasten und autologe B-Blasten und gegen CMV-infizierte Fibroblasten.
Also Kontrolle dienten die autologe pp65-mLCL und Kontroll-mLCL.
Alle Klone zeigten eine hohe Reaktivität gegen MVA pp65 infizierte Zellen, CMV AD169
infizierte Fibroblasten wurden wesentlich schwächer erkannt. Fibroblasten und B-Blasten, die
nicht oder mit einem Vacciniastamm ohne Expressionskassette infiziert worden waren,
wurden nicht erkannt. Somit konnte gezeigt werden, dass endogen prozessiertes CMV
effektiv von den generierten Klonen erkannt wird.
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3.3 Verwendung allogener, HLA-kompatibler mLCLs zur Generierung
pp65-spezifischer T-Zelllinien
Infektionen mit CMV - zum Beispiel nach Knochenmarktransplantationen - sind trotz der
Einführung neuer antiviraler Präventionsmaßnahmen und Behandlungsmethoden immer noch
ein ernstes Problem (Ljungman, 1992; Einsele, 1995; Boeckh, 1999; Einsele, 2000; Eckle,
2000). Die meisten beschriebenen Strategien zur Generierung von Virus-spezifischen T-
Zellen sind sehr zeitaufwendig, wie zum Beispiel die Verwendung Peptid-beladener
Dendritischer Zellen (DCs) (Kleihauer et al., 2001; Vannucchi et al., 2001), mit CMV-
Antigen beladener DCs (Peggs et al., 2001; Szmania et al., 2001) oder genetisch modifizierter
APCs (Koehne et al., 2000; Kondo et al., 2002). Auch die Generierung der in dieser Arbeit
verwendeten autologen mLCLs benötigt 6-8 Wochen. Mit dem Anlegen einer großen, viele
HLA-Kombinationen abdeckenden mLCL-Bank könnte Zeit gespart werden. Deswegen sollte
untersucht werden, ob sich HLA-kompatible, allogene mLCLs zur Stimulation CMV-
spezifischer T-Zellen eignen. Es wurden PBMCs der Spender GH und TW mit autologen und
allogenen pp65-exprimierenden mLCLs stimuliert (Tab. 3.6). Bei der Wahl der allogenen
Stimulatoren wurde darauf geachtet, dass sie in mindestens drei HLA-Klasse-I-Allelen
übereinstimmten.
Tab. 3.6: HLA-Typen der Spender und HLA-kompatibler Spender
T-Zell-Spender HLA-kompatibleSpender HLA-A HLA-B HLA-C
GH 1, 3 35, 57 4, 6
AM 1, 26 35, 57 4
TW 1 8, 62 3, 7
Tu226 1 8, 44 4, 7
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3.3.1 Proliferation allogen stimulierter T-Zelllinien
Für diese Versuche wurde Blut von Laborspendern verwendet. Für den Spender GH wurden
2,5 x 106 PBMCs pro Linie, für den Spender TW 1 x 106 PBMCs pro Linie eingesetzt.
Polyklonale T-Zelllinien wurden wie unter 2.6.7 beschrieben generiert. T-Zelllinien In
Abbildung 3.21 ist die Proliferation der autolog und allogen stimulierten T-Zelllinien der
Spender GH und TW dargestellt.
Abb. 3.21: Proliferation autolog und allogen stimulierter
T-Zelllinien. PBMCs der Spender GH (schwarze Symbole)
und des Spenders TW (weiße Symbole) wurden mit
autologen pp65-exprimierenden mLCLs und mit allogenen
pp65-exprimierenden mLCLs eines HLA-kompatiblen
Spenders stimuliert.
T-Zelllinien, die mit allogenen pp65-exprimierenden mLCLs stimuliert wurden, zeigten eine
sehr viel stärkere Proliferation als autolog stimulierte T-Zellen. Eine so starke Proliferation
konnte auch in späteren Experimenten mit anderen Spender in autologen Stimulationen nie
beobachtet werden. Während der 52 tägigen Kultur vermehrten sich die mit allogenen
Stimulatoren kokultivierten T-Zellen um den Faktor 315 (Wentworth et al.) bzw. 355 (GH),
die autolog stimulierten T-Zellen nur um den Faktor 8 (GH) bzw. 16 (Wentworth et al.).
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3.3.2 FACS-Analyse der T-Zelllinien
Um einen ersten Überblick über die Zusammensetzung der unterschiedlich stimulierten T-
Zellkulturen zu erhalten, wurden FACS-Analysen durchgeführt. Untersucht wurde die
Expression von CD8 und CD4. In Abbildung 3.22 ist die Verteilung von CD8+- und CD4+-T-
Zellen für alle Linien dargestellt. Autolog stimulierte T-Zelllinien wurden an Tag 45, allogen
stimulierte Linien an Tag 56 untersucht.
                      autolog          allogen
A B
Abb. 3.22: Expanion von CD8+- und CD4+-T-Zellen. (A)
T-Zelllinien der Spender GH und TW wurden mit autologen,
pp65-exprimierenden mLCLs stimuliert. (B) PBMCs der
gleichen Spender wurden mit allogenen, HLA-kompatiblen,
pp65-exprimierenden mLCLs stimuliert. Der Phänotyp der
unterschiedlichen T-Zelllinien wurde an Tag 45 (autolog
stimulierte Linien) und an Tag 56 (allogen stimulierte
Linien) untersucht.
Die FACS-Analysen ergaben, dass in autolog stimulierten T-Zelllinien CD8+-T-Zellen
dominierten. In beiden allogen stimulierten Linien hingegen war eine stärkere Expansion
CD4+-T-Zellen zu beobachten, die bei Spender GH besonders ausgeprägt war und zu einer
Dominanz CD4-positiver T-Zellen führte.
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Der Anteil Epitop-spezifischer CD8+-T-Zellen wurde mittels Tetramer-Färbung ermittelt. In
Abbildung 3.23 ist die Expansion Epitop-spezifischer Zellen für die autolog und allogen
stimulierten T-Zelllinien beider Spender gezeigt.
A
B
Abb. 3.23: Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen. Mittels Tetramer-Analyse
wurden Epitop-spezifische T-Zellen in allogen und autolog stimulierten T-Zelllinien an
Tag 28 detektiert. Gezeigt sind die Ergebnisse einer solchen Analyse für Spender GH
(A) und Spender TW (B). pp65-spezifische Epitope sind durch Unterstreichung
gekennzeichnet.
Bei Spender TW konnte die Anwesenheit von T-Zellen mit Spezifität gegen ein CMV-Epitop
(YSE) und ein EBV-Epitop (QAK), bei Spender GH gegen dasselbe EBV-Epitop sowie
gegen zwei CMV-Epitope (YSE und IPS) klar nachgewiesen werden, und zwar jeweils
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sowohl in der autolog als auch in der allogen stimulierten T-Zelllinie. Der Anteil spezifischer
T-Zellen in der allogen stimulierten T-Zelllinie war jedoch stets kleiner als in der autolog
stimulierten T-Zelllinie und zwar um den Faktor 6 bis 20.
3.3.3 Zytotoxizitäts-Analysen autolog und allogen stimulierter T-Zelllinien
Die Antigen-spezifische Lyse von Zellen, die das Zielgen exprimieren, ist die wichtigste
Effektorfunktion von zytotoxischen T-Zellen. Da in klinischen Studien über CMV schon
gezeigt wurde, dass für eine langanhaltende Immunität gegenüber CMV die Applikation von
CD8+ und CD4+ Antigen-spezifischen T-Zellen nötig ist (Einsele et al., 2002b; Peggs et al.,
2003; Walter et al., 1995), war die stärkere Expansion von CD4+-T-Zellen in allogen
stimulierten T-Zellinien nicht unbedingt negativ zu bewerten. Wichtig ist die mögliche
Anwesenheit Antigen-spezifischer CD8+- und CD4+-T-Zellen und die Abwesenheit
alloreaktiver T-Zellen. Stellvertretend wurde hier die möglicherweise auf CD8+-T-Zellen
zurückgehende zytotoxische Reaktivität untersucht, in dem autologe mLCLs und allogene,
HLA-kompatible mLCLs als Zielzellen eingesetzt wurden. Unter anderen wurden auch die
allogenen mLCLs eingesetzt, die zur allogenen Stimulation der T-Zelllinien verwendet
worden waren. In Abbildung 3.24 sind die Ergebnisse für die generierten Linien des Spenders
GH gezeigt. Die Linien des Spenders TW waren vergleichbar (Daten nicht gezeigt).
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A                               allogen stimulierte T-Zelllinien
B                                autolog stimulierte T-Zelllinien
Abb. 3.24: Zytotoxische Reaktivität von T-Zelllinien des Spenders
GH. In (A) sind die Ergebnisse einer Zytotoxizitäts-Analyse an Tag 51
der allogen stimulierten T-Zelllinie gezeigt. Verwendet wurde zur
Stimulation eine pp65-mLCLs eines A1-, B53- und B57-kompatiblen
Spenders. In (B) sind die Ergebnisse an Tag 40 der autolog stimulierten
T-Zelllinie dargestellt.
Die autolog stimulierte T-Zelllinie erkannte autologe pp65-exprimierende und HLA-A1/B35-
kompatible, pp65 exprimierende Zielzellen. Die Erkennung der pp65-freien, autologen
Kontroll-mLCL war deutlich niedriger. Die Stimulation mit allogenen, HLA-kompatiblen
mLCLs führte zur Generierung von Zelllinien, die autologe mLCLs nicht erkannten,
unabhängig davon, ob die Zielzellen pp65 exprimierten oder nicht. Darüber hinaus konnte
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eine pp65-unspezifische Reaktivität gegen Zellen beobachtet werden, die zur allogenen
Stimulation der T-Zellen eingesetzt worden waren. Obwohl in allogen stimulierten T-
Zelllinien CMV-spezifische, CD8-positive T-Zellen mittels Tetramer-Färbung detektiert
wurden, war ihre Anzahl und/oder Aktivität zu gering, um ihre Funktion im Lyseassay
feststellen zu können. Die Lyse von pp65- und Kontroll-mLCLs des HLA-kompatiblen zur
Stimulation eingesetzten Spenders war sehr stark, was auf eine dominierende Alloreaktivität
innerhalb der zytotoxischen T-Zellen schließen lässt. Es handelt sich um eine Erkennung
bestimmter HLA-assoziierter oder -restringierter Alloantigene und nicht um eine Erkennung
invarianter B-Zellantigene. Dies konnte durch das Fehlen der Reaktivität gegen Zielzellen
gezeigt werden, die mit den Stimulatoren HLA-inkompatibel waren. Die maximal erreichte
Lyse, der zur Stimulation eingesetzten mLCLs, war sehr hoch (nahe 100%). Dies steht in
Einklang mit der von alloreaktiven Zellen aus gesehenen höheren Antigendichte auf den Ziel-
mLCLs.
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3.4 Beeinflussung der T-Zellentwicklung bei EBV-negativen Spendern
durch Zugabe von Zytokinen oder Antikörpern
Wenn naive T-Zellen das erste Mal auf ein Antigen treffen, differenzieren sie entweder in
Th1- oder Th2-Zellen (Mosmann  et al., 1986), die auf Grund ihres Zytokinprofils
unterschieden werden können. Th1-Zellen produzieren IFN-!, Interleukin-2 (IL-2) und
Lymphotoxin-∀ (LT-∀). Th2-Zellen hingegen produzieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-9 und
IL-13 und notwendig, um die humorale Immunantwort beispielsweise zur Abwehr parasitärer
Würmer zu induzieren. Diese ersten Erkenntnisse wurden in der Maus gewonnen, können
aber auf den Menschen übertragen werden (Del Prete et al., 1991). Die Entwicklung Antigen-
spezifischer CD4+-Zellen in Th1- oder Th2-Zellen wird durch viele Faktoren, besonders aber
durch das Zytokinmilieu während der Anfangsphase der Immunantwort beeinflusst (Abbas et
al., 1996). Entscheidende Funktionen haben dabei IL-4, das für die Entwicklung zu Th2-
Zellen benötigt wird, und IL-12, das wiederum die Th1-Entwicklung unterstützt (Ma et al.,
1996; Wynn et al., 1995). Weiterhin ist bekannt, dass IL-10 insbesondere auf Th1-Antworten
immunsuppressiv wirkt (Moore et al., 2001). Die Th-Subpopulationen können sich durch die
unterschiedliche Zytokin-Sekretion auch gegenseitig in ihrer Entwicklung hemmen.
In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob mit Hilfe des mLCL-Systems eine
Generierung EBV-spezifischer T-Zellen aus EBV-negativen Spendern möglich ist. In
Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die T-Zellkulturen bei Stimulation von T-Zellen
eines negativen Spenders, von CD4-T-Zellen dominiert wurden (A. Moosmann, persönliche
Mitteilung). Dabei fiel auf, dass die Proliferation dieser Antigen-nichtspezifischen T-Zellen
meist ähnlich oder sogar stärker war als die Proliferation von T-Zellkulturen EBV-positiver
Spender. Die Vermehrung entsprechender nichtspezifischer T-Zellen wurde also bei
Seropositiven anscheinend durch die spezifischen T-Zellen inhibiert. Diese EBV-spezifischen
T-Zellen weisen, ebenso wie die bisher beschriebenen CMV-spezifischen T-Zellen, generell
ein typisches Th1-Verhalten auf, geprägt durch die Sekretion von Zytokinen wie IFN-!. Daher
lag es nahe, zu untersuchen, ob die nichtspezifische T-Zellexpansion bei Seronegativen sich
durch Zugabe von Th1-Zytokinen oder durch Abfangen von Th-2-Zytokinen reduzieren ließ.
Um das Verhältnis CD8-/CD4-positiver T-Zellen zu verschieben und eine unspezifische
Reaktion zu unterdrücken, wurden T-Zelllinien eines EBV-negativen Spenders (AM) in
Gegenwart eines monoklonalen Antikörpers gegen IL-4 (10 #g/ml), eines monoklonalen
Antikörpers gegen IL-10 (10 #g/ml) oder von rekombinantem IL-12 (0,1 ng/ml) generiert.
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               Spender AM (EBV-negativ) Spender TW (EBV-positiv)
Abb. 3.25: Einfluss unterschiedlicher Faktoren auf die Zytokinproduktion
der T-Zelllinien der Spender AM (EBV-negativ) und TW (EBV-posititiv).
PBMCs wurden mit der jeweiligen autologen Kontroll-mLCL stimuliert. Das
Medium wurde mit IL-12 (0,1 ng/ml), anti-IL-10-Antikörper (10 !g/ml) oder
anti-IL-4-Antikörper (10 !g/ml) supplementiert. K = Standardmedium ohne
Zusätze. Zytokine in den Überständen der T-Zellkulturen wurden mittels
Bioplex-Immunoassay, wie unter 2.6.11 beschrieben, quantifiziert.
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3.4.2 Proliferation der generierten T-Zelllinien
Zwischen T-Zelllinien, die unter Standardbedingungen oder in Gegenwart von anti-IL-4- und
anti-IL-10-Antikörpern generiert worden waren, konnte kein Unterschied bezüglich ihrer
Proliferation, CD8/CD4-Verteilung und Spezifität festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
Deshalb werden in den nachfolgenden Abschnitten nur die Ergebnisse der Linien gezeigt, die
mit Standardmedium oder in Gegenwart von IL-12 generiert worden waren. In Abbildung
3.27 ist die Proliferation der zwei generierten Linien der Spender AM und TW während 59
Tage dargestellt. IL-12 wurde über den gesamten Zeitraum der Kultivierung zu gegeben.
               Kultivierungsdauer in Tagen
Abb. 3.27: Expansion von Zelllinien des EBV-negativen Spenders
AM und des EBV-positiven Spenders. Linien wurden unter
Standardbedinungen (schwarze Symbole) oder in Gegenwart von
0,1 ng/ml IL-12 (weiße Symbole) generiert. Vitale Zellen in allen
Kulturen wurden wöchentlich mit Trypanblau unter dem
Lichtmikroskop gezählt.
Es ergab sich ein sehr starker und deutlicher Unterschied im Proliferationsverhalten mini-
LCL-stimulierter T-Zelllinien. Die Proliferation von T-Zellen eines seropositiven Spenders
(Wentworth et al.) blieb von der IL-12-Zugabe gänzlich unbeeinflusst. Ebenfalls genauso
stark proliferierte eine T-Zelllinie eines EBV-negativen Spenders (AM), kultiviert ohne IL-
12-Zugabe. Die Zugabe von IL-12 dagegen bewirkte eine drastischen Rückgang bzw.
Stagnation der Anzahl lebender Zellen zwischen Kultivierungstag 10 und 31.
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3.4.3 Phänotypische Analyse der T-Zelllinien
Die generierten T-Zellinien wurden auf die Expression der Oberflächenmoleküle CD8 und
CD4 untersucht. Abbildung 3.26 zeigt die phänotypische FACS-Analyse der Zelllinien der
beiden Spender an Tag 38 mit und ohne Zugabe von IL-12.
                          Kontrolle                  + IL-12
Abb. 3.26: Phänotypische Analyse der Zelllinien des
EBV-negativen Spenders AM (A) und des EBV-
positiven Spenders TW (B). Die Expression von CD4
und CD8 wurde an Tag 38 untersucht.
Die Stimulation der T-Zelllinie des EBV-negativen Spenders AM mit der autologen Kontroll-
mLCL führte zu CD4-dominierten (61,9% CD4+) T-Zellkulturen. Durch Zugabe von IL-12 in
das Kulturmedium kam es zu einer Verschiebung der Verhältnisse zugunsten der CD8-
positiven Zellen (8,8% CD4+ und 89% CD8+). Die Stimulation der T-Zellen des EBV-
positiven Spenders TW führte mit und ohne Zugabe von IL-12 zu CD8-dominierten Kulturen,
wobei auch hier eine - wenn auch nicht so ausgeprägte - Abnahme der CD4-positiven T-
Zellen bei Zugabe von IL-12 beobachtet werden konnte.
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3.4.4 Zytotoxische Reaktivität der Zelllinien
Es sollte untersucht werden, ob die Unterdrückung der (vermuteten nichtspezifischen) Th2-
Zellen eine Selektion zugunsten von (potentiell spezifischen) cytotoxischen T-Zellen
ermöglichte. Mittels TDA-Freisetzungsversuchen sollte, wie in Abschnitt 2.6.14 beschrieben,
untersucht werden, ob die generierten T-Zelllinien in der Lage sind in EBV-spezifischer
Weise Zellen zu erkennen und zu lysieren. Als Zielzellen wurden autologe und allogene,
HLA-kompatible LCLs verwendet. Zusätzlich wurden als EBV-freie Zielzellen autologe B-
Blasten eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Applikation von IL-12 keinen Einfluss
auf die Spezifität der T-Zelllinien des EBV-positiven Spenders hatte. In Abbildung 3.28
werden aus Gründen der Übersichtlichkeit nur die Ergebnisse eines Lyse-Assays der Linien
des EBV-negativen Spenders AM gezeigt. Dargestellt sind nur ausgewählte Daten die mit
einem Effektor/Zielzell-Verhältnis von 8:1 erhalten wurden.
Abb. 3.28: Zytotoxische Reaktivität der T-Zelllinien des
EBV-negativen Spenders AM. Linien wurden in
Standardmedium (schwarze Balken) und in Gegenwart von
IL-12 (weiße Balken) generiert. Gezeigt sind TDA-
Freisetzungsversuche an Tag 71 (Kontroll-T-Zelllinie) bzw.
an Tag 78 (T-Zelllinie +IL-12) für das Effektor/Zielzell-
Verhältnis von 8:1.
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T-Zelllinien des EBV-negativen Spenders AM lysierten autologe und HLA-kompatible LCLs
nur schwach. Wurden die T-Zelllinien des gleichen Spenders in Gegenwart von IL-12
generiert, konnten spezifische Lysen EBV-exprimierender Zellen von bis zu 90% erreicht
werden (Effektor/Zielzell-Verhältnis von 8:1). Allerdings erkannte die in Gegenwart von IL-
12 generierte T-Zelllinie - wenn auch in geringerem Maße - auch autologe, EBV-freie B-
Blasten (35% Lyse). Insgesamt schie die HLA-restringierte Erkennung von EBV-positiven
Zielzellen durch Kultivierung der Zellen in Gegenwart von IL-12 versträrkt worden zu sein.
Um zu überprüfen, ob diese Reaktivität von der Präsenz HLA-Klasse-I-Molekülen abhängig
war, wurde die Erkennung über diesen Liganden durch Zugabe eines anti-HLA-ABC-
Antikörper (W6/32) unterbunden. Ein TDA-Freisetzungsversuch wurde wie beschrieben
durchgeführt, wobei dem Kulturmedium 25 !g/ml anti-HLA-ABC-Antikörper zugesetzt
wurde (Abb. 2.29).
Abb. 3.29: Inhibierung der spezifischen Lyse durch anti-
HLA-ABC-Antikörper. Die zytotoxische Reaktivität der in
Gegenwart von IL-12 generierten T-Zelllinie des EBV-
negativen Spenders AM wurde mittels Zugabe eines gegen
HLA-ABC gerichteten Antikörpers unterdrückt (25 !g/ml).
Effektor/Zielzellverhältnis = 16:1.
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Bei einem Effektor/Zielzell-Verhältnis von 16:1 wurden autologe, EBV-freie B-Blasten
ebenso stark lysiert wie autologe LCLs. Durch Zugabe des gegen HLA-ABC gerichteten
Antikörpers konnte die Lyse der Zellen reduziert werden. HLA-kompatible Zellen wurden
ebenfalls erkannt. Die spezifische Lyse wurde auch hier durch Zugabe des Antikörpers
reduziert, was darauf hinweist, dass die Erkennung der Zielzellen HLA-abhängig ist.
Dieser Teil der Experimente zeigt eine HLA-abhängige Lyse bei einem EBV-negativen T-
Zellspender mit allogener Stimulation, die durch Zugabe von IL-12 verstärkt auftrat. IL-12,
eventuell in Kombination mit anderen Zytokinen, könnte somit ein nützliches Hilfsmittel bei
der T-Zellgenerierung mittels mLCLs aus EBV-negativen Spendern sein. Aus Mangel an
weiteren EBV-negativen Spendern konnten leider keine weiterführenden Experimente zur
Generierung EBV-spezifischer T-Zellen aus EBV-negativen Spendern gemacht werden.
Ergebnisse
!"
3.5 Reaktivierung von IE1 und oder pp65/IE1-spezifischen T-Zellen
Es wurde gezeigt, dass die Rekonstitution der CMV-spezifischen Immunantwort nach
allogener Stammzelltransplantation vor CMV-Infektion bzw. -Erkrankungen schützt
(Ljungman, 1991; Riddell, 1992; Walter, 1995; Krause, 1997; Einsele, 2002; Peggs, 2003).
Zunächst wurde das Matrixprotein pp65 als ein Hauptziel der zytotoxischen T-Zell-Antwort
identifiziert (Longmate et al., 2001; McLaughlin-Taylor et al., 1994; Wills et al., 1996).
Später konnte gezeigt werden, dass die Anzahl gesunder Spender, die eine CD4-vermittelte
Reaktivität gegen ein weiteres CMV-Antigen - IE1 - zeigen, ebenfalls hoch ist (Davignon et
al., 1995). Durch Entwicklung von neuen Nachweismethoden, wie zum Beispiel Tetramer-
Färbungen und intrazelluläre Detektion der Zytokinproduktion nach Peptidstimulation,
konnten auch IE1-spezifische, CD8-positive T-Zellen in gesunden Menschen und in Patienten
nach allogener Stammzelltransplantation in relativ großen Zellzahlen nachgewiesen werden
(Gyulai et al., 2000; Kern et al., 1999; Khan et al., 2002; Retiere et al., 2000). Die Häufigkeit
IE1-spezifischer T-Zellen in gesunden, CMV-positiven Menschen legt die Vermutung nahe,
dass auch diese T-Zellen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Virus-infizierter Zellen in
vivo spielen.
Um die beiden wichtigsten bekannten CMV-T-Zell-Antigene und damit einen großen Teil der
CMV-spezifischen T-Zellimmunität abzudecken, wurden zwei zusätzliche mEBV-Vektoren,
wie unter 2.4.4 beschrieben, konstruiert. Damit sollten vor allem Spender erreicht werden, die
gegen pp65 allein nicht oder nur schwach reagieren. Ein Vektor enthielt das Gen für das
Protein IE1. Der zweite Vektor enthielt ein artifiezielles Gen, das das chimäre Protein
pp65_IE1 exprimiert. Mit diesem zweiten Vektor-Konstrukt sollte eine Expansion von T-
Zelllinien erreicht werden, die Epitope aus beiden Proteinen erkennen. Die beiden neuen
mEBV-Vektoren wurden mittels der Verpackungszelllinie 293/TR-2 verpackt und
anschließend PBMCs mit den virionhaltigen Überständen infiziert. Die auswachsenden
mLCLs verschiedener Spender wurden auf die Expression beider Proteine mittels
Immunoblot-Analyse, untersucht. Die Ergebnisse einer solchen Analyse sind für die
verschiedenen Linien des Spenders F60 in Abbildung 3.30 gezeigt.
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Abb. 3.30: Immunoblot-Analyse zum Nachweis der
Proteine pp65 (A) und IE1 (B) mit monoklonalen
Antikörpern. Gezeigt sind die Ergebnisse für die Analyse
einer Kontroll-mLCL (K), pp65-mLCL (P), IE1-mLCL (E) und
einer pp65_IE1-mLCL (PE) des Spenders F60.
Die Expression des Proteins pp65 konnte in mLCLs nachgewiesen werden, die entweder mit
dem pp65-mEBV oder mit dem pp65_IE1-mEBV immortalisiert worden waren. Analog dazu
konnten Zielepitope von IE1 in mit IE1-mEBV- oder pp65_IE1-mEBV-immortalisierten
mLCLs detektiert werden. Das Fusionsprotein pp65_IE1 migrierte etwas über der erwarteten
Position von 140 kDa.
In den nachfolgenden Abschnitten werden die Ergebnisse für die in Tabelle 3.8 aufgeführten
Spender gezeigt. Alle Spender waren CMV- und EBV-positiv. Bei der Auswahl der Spender
wurde darauf Wert gelegt, dass für die Charakterisierung der T-Zelllinien Peptide und
Tetramere für mindestens ein pp65- und ein IE1-Epitop zu Verfügung standen. Nur für
Spender F46 stand kein IE1-spezifisches Tetramer zur Verfügung.
Tab. 3.8: HLA-Typen der Spender
Spender HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DQ HLA-DRB1 DRB3/4/5
F45 1, 68 8, 14 7, 8 3, 6 13, 15 3, 5
F46 3, 11 7, 3501 4, 7 6 13, 15 3, 5
F60 2, 26 7, 38 7, 1203 1, 6 8, 13 3
F61 2, 34 14, 44 4, 8 2, 5 1, 7 4
F64 2, 29 1501, 44 3, 16 2, 6 7, 13 3, 4
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3.5.1 Proliferation der T-Zelllinien
In Abschnitt 3.2.1 konnte gezeigt werden, dass die Generierung von T-Zellen mit Medium,
das mit 2% Humanserum supplementiert war, möglich war. Jedoch proliferierten die Zellen
langsamer als bei Zugabe von 10% FCS (Abb. 3.8). Für die Generierung der T-Zelllinien, die
in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben werden, wurde das Medium mit 5%
Humanserum supplementiert. In Abbildung 3.31 ist exemplarisch das Wachstumsverhalten
der T-Zelllinien der Spender F45, F60, und F61 gezeigt. Die Linien proliferierten unter diesen
Bedingungen ähnlich gut wie bei Zugabe von 10% FCS.
Keine der T-Zelllinien zeigte eine ungewöhnlich starke oder schwache Proliferation. Die
geringe Proliferation der IE1-stimulierten T-Zelllinie des Spenders F60 war wahrscheinlich
auch die ungenügende Proliferation der Stimulator-mLCL zurückzuführen. Daher standen zur
Restimulation der T-Zellen oft nicht genügend Zellen zur Verfügung, so dass meist nur ein
Effektor/Stimulator-Verhältnis von 1:6 statt 1:4 eingesetzt werden konnte. Meist waren die
Proliferationsraten der T-Zelllinie eines Spenders aber ähnlich.
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Abb. 3.31: Expansion unterschiedlich
stimulierter T-Zelllinien der Spender F45,
F60 und F61. Dem Kulturmedium wurde
5% Humanserum zugesetzt. Mit autologen,
pp65-mLCL stimulierte T-Zelllinien sind mit
durchgezogene Linien, mit IE1-mLCL
stimulierte mit unterbrochene und mit pp65-
IE1-stimulierte mit gepunktete Linien
dargestellt.
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3.5.2 Phänotypische Analyse der T-Zelllinien
Wie bereits beschrieben und in Abschnitt 3.2.2 gezeigt, dominieren CD8-positive T-Zellen
bei Stimulation von PBMCs mit autologen pp65-mLCLs die generierten T-Zelllinien
(Moosmann et al., 2002). Hier sollte nun gezeigt werden, ob die Stimulation mit IE1 einen
Einfluss auf das Verhältnis von CD8+ zu CD4+ T-Zellen hat. In Abbildung 3.32 sind
exemplarisch für die Spender F61 und F45 die FACS-Analysen der jeweils drei generierten
T-Zelllinien dargestellt.
pp65-stimuliert IE1-stimuliert pp65_IE1-stimuliert
A
B
Abb. 3.32: Phänotypische Analysen der T-Zelllinien der Spender F45
(A) und F61 (B). Die Expression von CD4 und CD8 wurde an Tag 29
(F45) bzw. an Tag 37 (F61) untersucht. In allen Fällen dominierten CD8+
T-Zellen die Kulturen.
Bei allen Linien dominierten CD8+ T-Zellen. Bei Spender F45 kam es zu einer relativ starken
Expansion CD4-positiver T-Zellen (20%) bei Verwendung IE1-exprimierender mLCLs zur
Stimulation. Durch Stimulation mit pp65_IE1-mLCL kam es hingegen zu einer leichten
Abnahme von CD4-positiven T-Zellen (6.6%) gegenüber der Verwendung der pp65-mLCL
(10,9%). Bei Spender F61 konnten bei Stimulation mit pp65-mLCL 39% CD4-positive T-
Zellen detektiert werden. Durch Stimulation mit IE1 wurden 21,7% CD4-T-Zellen gefunden,
bei Stimulation mit dem Fusionsprotein kam es zu einer noch drastischeren Abnahme CD4-
positiver T-Zellen (4,2%). Es konnte keine einheitliche Tendenz bei Stimulation mit den
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unterschiedlichen mLCLs erkannt werden. Bei den Spendern F46, F60 und F64 waren die
Unterschiede im Verhältnis CD8-/CD4-positiver T-Zellen in den unterschiedlichen T-
Zelllinien nicht so ausgeprägt (Daten nicht gezeigt). Die Kulturen waren in allen Fällen von
CD8+-T-Zellen dominiert. Des Weiteren waren in allen Fällen CD4+ T-Zellen vorhanden und
damit die Chance gegeben, auch Antigen-spezifische CD4-T-Zellen zu finden.
3.5.3 Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen
Um die Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen zu untersuchen, wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten der Kultivierung HLA/Peptid-Tetramer-Analysen der verschiedenen T-
Zellkulturen durchgeführt. In Abbildung 3.33 sind die Ergebnisse für die T-Zelllinien aller
Spender gezeigt, für die IE1-Tetramer verfügbar waren, also vier der insgesamt fünf Spender.
T-Zelllinien der Spender, die mit pp65-mLCLs stimuliert worden waren, verhielten sich in
Phänotyp und Funktion wie in Kapitel 3.2 beschrieben und werden hier nicht erläutert.
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A       pp65_IE1-stimulierte T-Zelllinien B        IE1-stimulierte T-Zelllinien
Tag der Kultivierung
Abb. 3.33: Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen. Der Anteil der T-Zellen die spezifisch
für verschiedene Epitope von pp65-, IE1-, und latenten EBV-Antigenen sind, wurden durch
HLA/Peptid-Tetramer-Färbung bestimmt. In (A) sind die Ergebnisse von pp65_IE1-
stimulierten T-Zelllinien dargestellt, in (B) sind die Daten von IE1-stimulierten Linien
gezeigt. CMV-pp65-Epitope sind durch durchgehende Linien und schwarze Symbole, CMV-
IE1-Epitope durch durchgehende Linien und weiße Symbole und EBV-Epitope durch
unterbrochene Linien mit schwarzen Symbolen gekennzeichnet. Daten für die IE1-
stimulierte T-Zelllinie des Spenders F45 können nur bis Tag 29 angegeben werden, da vor
der nächsten Analyse eine Kontamination der Kultur festgestellt wurde.
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3.5.4 Antigenspezifische IFN-!-Produktion der T-Zelllinien
Die Tetramer-Analysen gaben einen ersten Aufschluss über die Zusammensetzung der
generierten T-Zelllinien. Zur Untersuchung ihrer Effektorfunktionen wurde die Sekretion von
IFN-! mittels ELISA untersucht. Mit Hilfe des IFN-!-ELISAs konnte die Spezifität und HLA-
Restriktion der Linien untersucht werden und somit eine Aussage über deren Funktionalität
getroffen werden. Als Stimulatoren wurden autologe und allogene, HLA-kompatible mLCLs
verwendet, die entweder kein Fremdantigen, pp65, IE1 oder das Fusionsprotein pp65_IE1
exprimierten. Zusätzlich wurden Peptid-beladene autologe B-Blasten zur Stimulation
eingesetzt. In Abbildung 3.34 sind exemplarisch die Ergebnisse einer Analyse der IE1-
stimulierten T-Zelllinien der Spender F46 (3.34 A) und F64 (3.34 B) an Tag 38 gezeigt. Zur
Stimulation der T-Zellen wurden, wie unter 2.6.12 beschrieben, immer 1 x 104
Stimulatorzellen eingesetzt. Pro Ansatz wurden immer 1 x 103 T-Zellen eingesetzt.
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Abb. 3.34: IFN-!-Produktion der IE1-stimulierten T-Zelllinien der Spender F46 (A)
und F64 (B). nach Stimulation mit autologen und HLA-kompatiblen Antigen-
präsentierenden Zellen. Gezeigt sind Analysen von Tag 38. pp65-Epitope sind mit einer
durchgehenden, IE1-Epitope mit einer unterbrochenen Linie unterstrichen. Es standen nicht
für alle HLA-Typen der Spender geeignete HLA-kompatible mLCLs zu Verfügung, es
konnten deshalb nicht alle HLA-Restriktionen der Spender bestimmt werden.
Die IE1-stimulierten T-Zelllinien der beiden Spender zeigten nur dann eine starke spezifische
Reaktivität gegen autologe mLCLs und allogene, HLA-B7- bzw. -A2-kompatible mLCLs,
wenn diese IE1-exprimierten. Zusätzlich zeigte die T-Zelllinie des Spenders F46 Reaktivität
gegen autologe B-Blasten, die mit dem HLA-B7-restringierten IE1-Peptid CRV (siehe 2.1.6)
beladen worden waren. Die T-Zelllinie des Spenders F64 zeigte hingegen nur eine schwache
Reaktivität gegen das HLA-A2-restringierte IE1-Peptid VLE. Bei diesem Spender dürften
daher andere Epitope von größerer Bedeutung sein.
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T-Zelllinien der gleichen Spender, die mit autologen, pp65_IE1-exprimierenden mLCLs
stimuliert worden waren, wurden zum gleichen Zeitpunkt der Kultivierung auf die gleiche
Weise untersucht. Die Ergebnisse für diese beiden Linien sind in Abbildung 3.35 gezeigt.
Abb. 3.35: IFN-!-Produktion der der pp65_IE1-stimulierten T-Zelllinien der Spender
F46 (A) und F64 (B). nach Stimualtion mit autologen und HLA-kompatiblen Antigen-
präsentierenden Zellen. Gezeigt sind Analysen von Tag 38. pp65-Epitope sind mit einer
durchgehenden, IE1-Epitope mit einer unterbrochenen Linie unterstrichen.
Die mit pp65_IE1-exprimierenden mLCL generierte T-Zelllinie des Senders F46 zeigte eine
starke Reaktivität vor allem gegen autologe bzw.und allogene, HLA-B7-kompatible mLCLs,
die IE1-Epitope exprimierten. pp65-exprimierende mLCLs wurden nicht oder nur sehr
schwach erkannt. Autologe B-Blasten, die mit bekannten pp65-Peptiden beladen worden
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waren, wurden ebenfalls nicht erkannt. Dagegen zeigte die pp65_IE1-stimulierte Linie, wie
auch die nur mit IE1-stimulierte Linie eine starke Reaktivität gegen das IE1-Peptid CRV
(siehe auch Abb. 3.34). Leider stand für dieses Peptid kein Tetramer zur Verfügung, um die
CRV-spezifischen T-Zellen mittels FACS-Analyse zu quantifizieren. Die T-Zelllinie des
Spenders F64 zeigte Reaktivität gegen autologe mLCLs, die pp65 und/oder IE1 exprimierten.
HLA-A2-kompatible mLCLs wurden nur erkannt, wenn sie pp65-positiv waren. Auch die T-
Zelllinien aller anderen Spender zeigten eine Epitop-spezifische und HLA-restringierte
Erkennung von Zellen (Daten nicht gezeigt). Die pp65_IE1-stimulierte T-Zelllinie des
Spenders F61 zeigte nur Reaktivität gegenüber pp65-exprimierenden T-Zellen. Mittels FACS-
Analyse konnte bei dieser Linie auch keine Expansion von IE1-Epitop-spezifischen T-Zellen
beobachtet werden.
3.5.5 Zytotoxizitäts-Analysen der T-Zelllinien
Mittels TDA-Freisetzungsversuchen sollte, wie in Abschnitt 2.6.14 beschrieben, untersucht
werden, ob die generierten T-Zelllinien in der Lage sind, Antigen-spezifisch Zellen zu
erkennen und zu lysieren. Als Zielzellen wurden autologe mLCLs verwendet, die kein
Fremdantigen oder pp65 und/oder IE1 exprimierten. Zur Bestimmung der Epitop-Spezifität
wurden zusätzlich Peptid-beladene, autologe B-Blasten eingesetzt. Die Ergebnisse der
Zytotoxizitäts-Analysen deckten sich in allen Fällen mit den Daten der IFN-!-ELISAs. In
Abbildung 3.36 sind exemplarisch die Ergebnisse für die T-Zelllinien des Spenders F64 an
Tag 38 für das Effektor:Zielzell-Verhältnis = 4:1 dargestellt. Bei diesem Spender waren nach
pp65_IE1-Stimulation sowohl spezifische IFN-!-Sekretions-Aktivität als auch die spezifische
zytotoxische Aktivität gegen beide CMV-Antigene deutlich ausgeprägt.
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Abb. 3.36: Zytotoxische Reaktivität der T-Zelllinien des
Spenders F64 gegen autologe mLCLs oder Peptid-beladene,
autologe B-Blasten. In (A) sind die Daten für die IE1-stimulierte
T-Zelllinie, in (B) die Daten für die pp65_IE1-stimulierte T-
Zelllinie gezeigt. pp65-Epitope sind unterstrichen, IE1-Epitope
mit einer unterbrochenen Linie unterstichen.
Alle untersuchten Zelllinien zeigten eine starke, Antigen-spezifische zytotoxische Reaktivität
gegen Zielzellen, die IE1 und/oder pp65 exprimierten. Die Lyse von Zielzellen, die nur EBV-
Antigene exprimierten, war sehr schwach. Bereits bei einem niedrigen Effektor:Zielzell-
Verhältnis von 4:1 konnten spezifische Lysen von 60-85% erreicht werden, die zytotoxische
Aktivität war also hoch. Lyseexperimente mit B-Blasten und bekannten CMV-Epitopen
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ergaben nur geringe Erkennung. Die Hauptaktivitäten dieser Zelllinien schienen sich also
gegen weitere, eventuell noch unbekannte Epitope zu richten.
3.5.6 Einzelzellklonierung der pp65_IE1-stimulierten T-Zelllinien
In den vorherigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von PBMCs mit
autologen pp65_IE1-exprimierenden mLCLs in fast allen Fällen zur Expansion von T-
Zelllinien führte, die Epitope aus beiden Proteinen erkannten. mLCLs, die das Fusionsprotein
exprimieren, eignen sich demnach sehr gut für die Generierung CMV-spezifischer T-Zellen
aus CMV-positiven Spendern. Formale Einzelzellklonierungen sollten nun Aufschluss über
die nähere Zusammensetzung der so generierten T-Zelllinien bringen und Hinweise auf
weitere Zielepitope der pp65- oder IE1-spezifischen T-Zell-Antwort liefern.
Einzelzellklonierungen der pp65_IE1-stimulierten T-Zelllinien wurden, wie unter 2.6.8
beschrieben, an Tag 38 für die Spender F45 und F60 durchgeführt. Für Spender F61 wurde
eine Einzelzellklonierung aus an Tag 45 kryokonservierten T-Zellkulturen durchgeführt. 15
Klone von Spender F60 und 49 Klone von Spender F45 wurden auf ihre Spezifität mittels
IFN-!-ELISA untersucht. Als Stimulatoren wurden autologe Kontroll-mLCLs, pp65-mLCLs,
IE1-mLCLs oder pp65_IE1-mLCLs verwendet. Bei Spender F61 konnten nur 10 Klone
expandiert werden, die ebenso auf ihre Antigen-spezifische Reaktivität mittels IFN-!-ELISA
untersucht wurden. Zusätzlich wurden die Klone auf die Expression von CD8 und CD4
getestet. Die Spezifität der einzelnen Klone ist in Tabelle 3.9 dargestellt.
Tab. 3.9: Klonale Analyse der pp65_IE1-stimulierten T-Zellkulturen
Antigen-Spezifität
CMV-IE1 CMV-pp65 EBV oder andere nicht reaktiv
Spender CD8 CD4 CD8 CD4 CD8 CD4 CD8 CD4
F45 15 2 18 0 3 1 3 7
F60 2 0 6 0 2 3 0 2
F61 2 0 4 0 1 0 2 1
Der Großteil der T-Zellklone war CD8 positiv. Bei allen Spendern dominierten CMV-
spezifische Klone, EBV-spezifische oder unreaktive Klone waren seltener. Zusätzlich konnen
bei allen Spendern IE1-spezifische und pp65-spezfische CD8+-T-Zellklone, bei Spender F45
auch zwei CD4-positive, IE1-spezifische Klone expandiert werden. Obwohl bei diesem
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Spender CMV-spezifische Klone deutlich dominierten, zeigten ca. 20% der Klone keine
Antigen-spezifische IFN-!-Sekretion. Nur wenige Klone des Spenders F60 konnten
expandiert werden, wobei nur etwa die Hälfte der Klone eine CMV-spezifische Reaktivität
zeigten. Bei allen Spendern waren unter den CMV-spezifischen T-Zellklonen mehr pp65-
spezifische Klone zu finden.
Aus Mangel an HLA-kompatiblen, IE1- oder pp65_IE1-exprimierenden mLCLs wurden
HLA-Restriktionen der einzelnen Klone zum Teil mittels Peptid-beladener autologer B-
Blasten ermittelt. pp65-spezifische T-Zellklone, die keines der bekannten und verfügbaren
Epitope erkannten, wurden, wie unter 3.2.8 beschrieben, mittels einer überlappenden pp65-
Peptidbank untersucht. Für die IE1-spezifischen Klone wurde eine solche Peptidbank mit
insgesamt 122 Peptiden hergestellt (Tab. 3.10). Zusätzlich wurden noch sieben weitere
Peptide in diese Peptid-Bank aufgenommen, um Sequenzunterschiede zwischen einzelnen
CMV-Stämmen abzudecken (hellgrau unterlegte Peptide am Ende der Tabelle).
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Tab. 3.10: Liste der IE1-Peptide
Diese 129 Peptide wurden, wie schon für pp65 beschrieben (Kern et al., 2002), in Gruppen
gemischt, so dass wieder jedes Peptid in genau zwei Gruppen vorlag (Abb. 3.37). Aufgrund
der überschaubaren Anzahl von 129 Peptiden ergaben sich 23 Gruppen, sodass die
Identifizierung der T-Zellepitope mit 23 Einzelreaktionen möglich war.
Nummer der Peptide
Zusätzliche Peptide, um Sequenzvarianten zwischen einzelnen CMV-Stämmen abzudecken
Ergebnisse
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
14 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
15 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
16 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
17 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
18 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
19 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
20 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
21 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108
22 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
23 121 122 123 124 125 126 127 128 129
Abb. 3.37 Zusammensetzung der IE1-Peptid-Gruppen zur
Identifizierung neuer T-Zell-Epitope. 129 Peptide (jedes 15
Aminosäuren lang; benachbarte Peptide besitzen einen gemeinsamen
Überlappungsbereich von 11 Aminosäuren), die die gesamte Sequenz
von IE1 abdecken, wurden in 23 Gruppen angeordnet (grau unterlegt).
Mit Hilfe der überlappenden Peptidbanken konnten sowohl für CD8-positive Klone des
Spenders F45 als auch für Klone des Spenders F61 15-mer-Sequenzen identifiziert werden,
die von den T-Zellklonen erkannt wurden, aber kein bisher bekanntes CMV-Epitop enthielten.
Ein Klon des Spenders F45 erkannte die aus pp65 stammende Sequenz
HVVCAHELVCSMENT, ein anderer Klon das IE1-Peptid mit der Sequenz
PETPVTKATTFLYTM. Jeweils ein Klon des Spenders F61 erkannte je zwei überlappende
IE1-Peptide mit der Sequenz CRVLCCYVLEETSVM und CCYVLEETSVMLAKR bzw.
CCYVLEETSVMLAKR und LEETSVMLAKRPLIT. Für beide Klone konnte mittels HLA-
kompatibler mLCLs gezeigt werden, dass sie HLA-B14 restringiert waren (Daten nicht
gezeigt). In Tabelle 3.11 sind alle identifizierten Sequenzen angegeben. Zusätzlich sind alle
Klone angegeben, deren Restriktion und Epitop-Spezifität durch Peptid-beladene, autologe B-
Blasten oder HLA-kompatible mLCLs bestimmt werden konnte.
Ergebnisse
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Tab. 3.11 HLA-Restriktionen und Epitop-Spezifitäten der pp65- und IE1-spezifischen
CD8+-T-Zell-Klone
Spender HLA-Restriktion identifiziertes Epitop
Aminosäure-
Position in
pp65
Aminosäure-
positon in
IE1
Anzahl
Epitop-
spezifischer
Klone
Referenz
F45 A1 YSEHPTFTSQYa) 363-373 14 Retiere2000
B8 QIKVRVDMV a) 88-96 10 Kern1999
n. b.b) HHVCAHELVCSMENT n. b.b) 1 dieseArbeit
n. b.b) PETPVTKATTFLQTM n. b.b) 1 dieseArbeit
F60 A2 NLVPMVATV a) 495-503 3 Will1996
B7 TPRVTGGGAM a) 417-426 2 Weekes1999
F61 B14 (CRVL)CCYVLEETSVM(LAKR)c) n. b.b) 1 dieseArbeit
B14 (CCYV)LEETSVMLAKR(PLIT) c) n. b.b) 1 dieseArbeit
a) mittels autologer, Peptid-beladener B-Blasten oder HLA-kompatibler mLCLs ermittelt
b) HLA-Restriktion konnte nicht mittels HLA-kompatibler mLCLs bestimmt werden
c) zwei benachbarte 15-mer Peptide mit einem Überlappungsbereich von 11 Aminosäuren wurden erkannt
Das HLA-A2-restringierte IE1-Eptiop VLEETSVML liegt in den beiden 15-mer-Sequenzen,
die von den HLA-B14-restringierten Klonen des Spenders F61 erkannt werden. VLE-
beladene, autologe B-Blasten wurden aber nicht von den beiden Klonen erkannt. Durch
Synthetisierung unterschiedlicher 9-mer-Sequenzen, die innerhalb des jeweiligen
Überlappungsbereiches liegen, könnten somit zwei neue HLA-B14-restringierte IE1-Epitope
gefunden werden. Durch Anlegen einer größeren, mehrere HLA-Typen umfassenden IE1-
mLCL-Bank oder durch Peptidbeladung von existierenden Kontroll-mLCLs oder B-Blasten
anderer Spender, könnte die HLA-Restriktion der beiden Klone des Spenders F45 bestimmt
werden und durch Synthese neuer Peptide ein weiteres IE1-Epitop und ein neues pp65-Eptiop
identifiziert werden.
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5 Zusammenfassung
Der fehlende Wiederaufbau einer Cytomegalovirus-(CMV)-spezifischen T-Zell-Antwort nach
allogener Stammzelltransplantation führt zu einem erhöhten Risiko einer CMV-Erkrankung.
Der adoptive Immuntransfer von CMV-spezifischen T-Zellen bietet hier eine
vielversprechende Therapieoption. Entscheidend für eine effiziente Immuntherapie ist die
gleichzeitige Gabe von CMV-spezifischen zytotoxischen CD8+ T-Zellen und CD4+ T-Helfer-
Zellen, die gegen verschiedene Zielepitope und Zielantigene gerichtet sind. Benötigt wird
daher ein Antigen-Präsentationssystem, das die Expansion einer Vielfalt spezifischer T-Zellen
ermöglicht.
Aufgabe dieser Arbeit war die Herstellung und Untersuchung der Spezifität und Diversität
von CMV-spezifischen T-Zellen, die mit Hilfe eines innovativen Antigen-
Präsentationssystems hergestellt wurden: des mini-EBV-Systems. Das mini-EBV-System
beruht auf rekombinanten Epstein-Barr-Virus-Vektoren (mini-EBVs), in die das Gen eines
beliebigen Antigens eingebaut werden kann. Diese Vektoren führen zur
Wachstumstransformation von B-Zellen zu sogenannten mini-LCLs (mini-lymphoblastoide
Zelllinien), die das gewünschte Antigen exprimieren. Zudem sind mini-LCLs Virus-frei und
daher im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz als besonders sicher anzusehen. Als die
beiden wichtigsten CMV-Antigene wurden das Phosphoprotein pp65 und das „immediate
early“-Protein IE1 beschrieben. Deren Gene wurden einzeln oder als Fusionskonstrukt
pp65_IE1 in den mini-EBV-Vektor eingebaut. Mit diesen Vektoren konnten für alle
untersuchten Spender mini-LCLs hergestellt werden, die die jeweiligen Antigene stabil
exprimierten.
Die Stimulation von PBMCs mit den autologen CMV-Antigen-exprimierenden mLCLs
ermöglichte die Generierung pp65-spezifischer T-Zellen bei vier von vier CMV-seropositiven
Spendern bzw. IE1-spezifischer T-Zellen bei fünf von fünf Spendern. Sämtliche T-Zelllinien
zeigten eine HLA-restringierte, CMV-spezifische Zytotoxizität und eine spezifische
Produktion des Zytokins Interferon-!. Nach Stimulation mit pp65_IE1-exprimierenden mini-
LCLs konnten T-Zellen gegen beide Antigene bei fünf von fünf Spendern nachgewiesen
werden. Durch Einzelzellklonierungen konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe von mini-LCLs
sowohl CD8+ als auch CD4+ CMV-spezifische T-Zellen gegen pp65 und IE1 generiert
werden können, die eine Vielzahl an Epitopen erkennen, die durch verschiedene HLA-
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Moleküle präsentiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten zudem für pp65 zwei neue
CD8-Epitope und ein neues CD4-Epitop identifiziert werden.
Als EBV-freie Zielzellen für verschiedene T-Zell-Analysen konnten von 25 von 25 Spendern
durch Stimulation des CD40-Rezeptors stabile B-Zelllinien (B-Blasten) generiert werden. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass sich diese Zellen über einen sehr
langen Zeitraum - bis zu 800 Tagen - kultivieren lassen, dabei Virus-frei bleiben und
verschiedene Oberflächenmoleküle konstant exprimieren, die für die effiziente Antigen-
Präsentation gegenüber T-Zellen essentiell sind. Solche stabilen B-Blastenlinien stellen daher
eine neue Kategorie von Antigen-präsentierenden Zellen mit vielversprechenden
Anwendungsmöglichkeiten dar.
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6 Abkürzungen
amp Ampicillin
APC Antigen-präsentierende Zelle (antigen presenting cell)
BATDA Bis (actoxymethyl) 2,2’:6’2’’-terpyridin-6,6’’-dicarboxylat
bp Basenpaare
ca. zirka
cam Chloramphenicol
CD… cluster of differentiation (Oberflächenmarker)
CMV Cytomegalovirus
CTL zytotoxische T-Zelle (cytotoxic T-lymphocyte)
DC Dentritische Zelle (dendritic cell)
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
E.coli Escherichia coli
EBNA Epstein-Barr nuclear antigen
EBV Epstein-Barr-Virus
ELISA enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (enzyme-linked immunosorbent assay)
ER endoplasmatisches Retikulum
FACS Fluoreszenzaktivierter Zellsortierer (fluorescence-acitvated cell sorter)
FCS fötales Kälberserum (fetal calf serum)
FITC Fluorescein-Isothiocyanat
h Stunde
HHV humanes Herpesvirus
HLA humanes Leukozyten-Antigen (!"#$%&’(")*+,-(&$%-./(%$
IE immediate early
IFN Interferon
IL Interleukin
LB Luria-Bertani-Bakterienmedium
LCL lymphoblastoide Zelllinie (lymphoblastoid cell line)
LMP latentes Membranprotein
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex)
min Minute
Mio Millionen
Abkürzungen
!"#
NK natürliche Killerzelle
PBMC periphere mononukleäre Zellen (peripheral blood mononuclear cells)
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (phosphate-buffered saline)
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PE Phycoerythrin
pp65 Phosphoprotein 65
RNA Ribonukleinsäure
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
RT reverse Transkription
s Sekunde
TCR T-Zell-Rezeptor (T cell receptor)
tet Tetracyclin
TNF Tumor-Nekrose-Faktor
TR terminal repeats
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